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Riassunto 
Parole chiave: Flupirtina, metodo analitico, HPLC-FL, farmacocinetica, cani, gatti. 
La flupirtina (FLU) è un farmaco analgesico non-oppioide appartenente alla classe del N-
metil D-aspartato (NMDA) priva di proprietà antipiretiche e antiflogistiche, utilizzata nel 
trattamento di una vasta gamma di stati di dolore nell'uomo 
Lo scopo di questo studio é: 
 Sviluppare e validare un metodo analitico per la determinazione della FLU con 
HPLC-FL 
 Determinare il profilo farmacocinetico della FLU nei cani e nei gatti sani dopo 
differenti vie di somministrazioni e formulazioni 
Determinazione e validazione del metodo analitico 
Il metodo analitico descritto è risultato essere accurato e selettivo per la determinazione 
della FLU attraverso HPLC-FL. È stata utilizzata una fase mobile ACN:AcONH4 (20 
mM) pH 6.8 (60:40, v/v) con un flusso di 1 mL/min in condizione isocratica e λ di 
emissione ed eccitazione rispettivamente di 370 e 323 nm. I tempi di ritenzione per la 
FLU e IS (trazodone) sono stati rispettivamente 4.6 ± 0.2 e 5.8 ± 0.2 min. La FLU ed il 
suo IS sono stati inoltre caratterizzati da un recupero rispettivamente del 75% e 67%. La 
determinazione del metodo è stata validata in accordo con le linee guida internazionali 
EMA. Il LOQ e LOD sono stati rispettivamente di 10 e 3 ng/mL. L’applicabilità di questo 
metodo è stata verificata attraverso la determinazione della FLU in plasma canino dopo 
singolo trattamento orale di Efiret® 5 mg/Kg. 
Sperimentazione animale 
Animali: sei cani adulti di razza Labrador e sei gatti adulti di razza mista sono stati 
utilizzati in due differenti sperimentazioni per valutare il profilo farmacocinetico della 
FLU. 
Cani: Una singola dose di farmaco è stata somministrata secondo un disegno a cross over 
(quadrato latino 4x4) attraverso quattro trattamenti (intravena IV, orale a rilascio 
immediato POIR, rettale RC 5 mg/kg FLU e orale a rilascio prolungato POPR 200 
mg/soggetto) a quattro diversi gruppi. 
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Gatti: Una singola dose di farmaco è stata somministrata secondo un disegno a cross-over 
(quadrato latino 2X2) a due gruppi di animali utilizzando due diversi trattamenti (IV e 
PO 5 mg/Kg). 
Il periodo di wash-out è stato di una settimana per entrambi gli esperimenti. I campioni 
di sangue raccolti ad intervalli di tempi regolari sono stati centrifugati per l’ottenimento 
del plasma e in seguito analizzati con HPLC. 
Alcuni effetti collaterali risolti in pochi minuti sono stati osservati solo nei cani del gruppo 
IV. Nei restanti gruppi non sono stati osservati effetti avversi. La concentrazione di FLU 
nel plasma è stata rilevata in tutti i gruppi fino a 36 h dopo il trattamento. La 
biodisponibilità (F%) valutata dopo POIR, POPR e RC nei cani è stata rispettivamente di 
41.9, 36.8 e 29.3%, mentre la F% PO nei gatti è stata di 39.3 ± 9.7%. È stata riscontrata 
una similarità tra le F% PO delle due specie animali differentemente da quanto riportato 
in letteratura dove la F% PO nell’uomo risulta essere del 90%. Questa ampia differenza 
di valori dimostra che la F% derivante da cani o gatti non può essere estrapolata da quella 
derivante dal uomo e vice versa. 
Conclusioni: Questo è il primo studio riguardante la FLU in medicina veterinaria e primo 
step per ulteriori approfondimenti in ambito veterinario. 
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Abstract 
Key words: Flupirtine, bioanalytical method, HPLC-FL, pharmacokinetics, dogs, cats. 
Flupirtine (FLU) is a non-opiod analgesic drug belonging to the class of N-methyl-D-
aspartate (NMDA). Its properties are used in the treatment of a wide range of pain states 
in humans without antipyretic or antiphlogistic effects. According to the literature, there 
is a substantial body of evidence on the efficacy of FLU in humans but no study has been 
performed in pets. 
The aim of this study was: 
 to determine and validate a bioanalytical method to detect FLU with HPLC-FL 
 to evaluate the pharmacokinetic profiles of FLU in healthy dogs and cats after 
administration of different FLU formulations. 
Determination and validation of a bioanalytical method 
The analytical method provided a selective and accurate quantization of FLU through a 
HPLC-FL. The mobile phase consisted of ACN:AcONH4 (20 mM) pH 6.8 (60:40, v/v) 
at a flow rate of 1 mL/min in isocratic mode. Excitation and emission wavelengths were 
set at 323 and 370 nm, respectively. The recoveries of FLU and IS (trazodone) were about 
75% and 67%. Typical retention times for FLU and IS were 4.6 ± 0.2 and 5.8 ± 0.2 min, 
respectively. The described method was validated according to international guidelines 
on the bioanalytical method validation. Limits of quantification and detection were 10 
and 3 ng/mL, respectively. The applicability of this method has been verified by 
determining FLU in canine plasma after single oral treatment with 5 mg/kg of Efiret®. 
Animal and experimental design 
Animals: Six healthy Labrador breed adult dogs and six healthy mixed breed adult cats 
were used in two different experiments to evaluate the pharmacokinetic profiles (PK) of 
FLU. 
Study design: 
Dogs: single-dose, four-group and four-treatment (intravenous IV, oral immediate release 
POIR, per rectum RC routes 5 mg/kg FLU, oral prolonged release POPR route 200 
mg/subject), crossover design (4x4 Latin-square). 
Abstract 
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Cats: single-dose, two-group, two-treatment (IV and PO routes 5 mg/kg), crossover 
design (2x2 Latin-square). 
The wash out period was 1-week between trials. Blood samples were collected at assigned 
times and plasma was then analysed by the validated HPLC method. 
Some adverse effects were noted only in dogs of the IV group, however they resolved 
rapidly and spontaneously. In all the other groups, no adverse effects were observed. The 
FLU plasma concentrations were detectable in all groups up to 36 h following treatment. 
The bioavailability (F%) values after POIR, POPR and RC in dogs were 41.9, 36.8 and 
29.3% respectively, while the PO F% in cats was 39.3 ± 9.7%. The PO F% in both dogs 
and cats was similar, but about two times smaller than that found in humans (90%). This 
large differences in F% demonstrated that PK values derived in dogs or in cats should not 
be extrapolated to humans, and vice versa. 
Conclusion: This study represents the first step that should pave the way for use of this 
active ingredient in veterinary field. 
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1.1. Il dolore 
“Il dolore è una sensazione sgradevole e un’esperienza emozionale che si accompagna 
a lesioni tissutali reali o potenziali”.  
[Definizione di dolore, modificata dall’International association for Study of pain 
(Mersky, 1983)] 
Questa definizione dimostra quanto sia difficile la valutazione del dolore. Dato che una 
parte essenziale della sensazione dolorifica è rappresentata dalla componente affettiva o 
emozionale, che può essere osservata solo in forma soggettiva, risulta particolarmente 
complicato classificare questa esperienza. La componente individuale viene espressa 
attraverso alterazioni dell’umore basale del soggetto, a sua volta dipendente dalla sua 
personalità. In combinazione con il processo neurofisiologico della percezione dello 
stimolo, esso scatena, attraverso disagi psichici e organici, uno stress che coinvolge tutto 
l’organismo (Henke & Erhardt, 2006). 
 
1.2. Come si genera il dolore? 
I nocicettori, recettori del dolore, sono rappresentati dalle terminazioni periferiche libere 
dei neuroni sensitivi primari, i cui corpi cellulari sono localizzati nei gangli delle radici 
dorsali. Sono presenti in gran numero a livello cutaneo (90%), ma anche in altri tessuti 
(muscoli, periostio, capsula degli organi interni, parete dei vasi e degli organi cavi). Sono 
terminazioni libere che reagiscono a stimoli quantitativamente variabili (Henke & 
Erhardt, 2006). 
Gli stimoli nocivi possono essere suddivisi in:  
 meccanici (pressione, gonfiore , ascessi , incisione) 
 termici (ustioni, scottature ) 
 chimici (sostanze tossiche, ischemia, infezioni) (Kumar et al., 2013) 
Lo stimolo non deve provenire necessariamente dall’esterno, ma anche sostanze prodotte 
dall’organismo stesso possono provocare dolore (ad es. mediatori dell’infiammazione) 
(Henke & Erhardt, 2006). Queste sostanze endogene (prostaglandine, bradichinine, 
serotonina (5TH), sostanza P, K+, istamina) rilasciate dalle cellule danneggiate, 
contribuiscono al cambiamento dello stato del nocicettore, con lo sviluppo di 
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ipersensibilità, ovvero di una riduzione della soglia di stimolazione che si traduce 
clinicamente in iperalgesia, e con l’attivazione di nocicettori silenti la cui azione si 
traduce in aumento degli stimoli che afferiscono dalla periferia al centro ed in un 
allargamento della zona dolente. 
Le porzioni del sistema nervoso responsabile della sensazione e percezione del dolore 
possono essere divise in tre aree:  
 Le vie afferenti: vie che terminano al livello del corno dorsale del midollo spinale 
dove nasce il primo neurone afferente, il secondo neurone nasce dalla parte 
spinale del sistema afferente. 
 Le porzioni del SNC: (coinvolte nell’interpretazione del dolore) sono il sistema 
limbico, la formazione neuronale, il talamo, l’ipotalamo e la corteccia 
telencefalica. 
 Le vie efferenti: vie costituite da fibre che collegano la formazione reticolare, il 
mesencefalo e la sostanza gelatinosa. Sono responsabili della modulazione delle 
sensazione di dolore (Kumar et al., 2013). 
Nello specifico, le fibre afferenti entrano normalmente nel midollo spinale attraverso le 
radici del corno dorsale (primo neurone) e terminano nella sostanza gelatinosa del corno 
dorsale. A questo livello avviene il passaggio dello stimolo al secondo neurone. Il 
secondo neurone incrocia e procede nella porzione controlaterale lungo il tratto 
spinotalamico (fascio anteriore) fino all’encefalo. Prima di incrociare esso entra in 
connessione con fibre efferenti motorie e sinaptiche, responsabili di riflessi motori e 
sinaptici. Il tratto termina nei nuclei del talamo e allaccia connessioni anche con la 
formazione reticolare del tronco dell’encefalo. Da quest’ultime dipendono le influenze 
del dolore sui centri del sistema respiratorio e circolatorio. Dal talamo originano fibre che 
raggiungono la corteccia celebrare (corteccia sematosensitiva), da qui avviene il 
riconoscimento della sede d’origine del dolore e dipartono connessioni con il sistema 
limbico nel quale si ha l’elaborazione della componente affettiva-emozionale del dolore 
(Henke & Erhardt, 2006) (Figura 1). 
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Figura 1: La conduzione del dolore. 
Tra la sede del danno tissutale e la percezione del dolore come esperienza sensoriale si 
interpongono una serie di eventi fisiologici che definiscono la cosiddetta nocicezione. 
Nella nocicezione possiamo indentificare quattro processi fondamentali  
1. Trasduzione: si tratta della trasformazione di energia fisica (stimolo nocivo) in 
attività elettrica a livello del nocicettore periferico. Questi nocicettori sono 
meccano-, termo- e chemo sensibili. 
2. Trasmissione: rappresenta la trasmissione dell’impulso nervoso dal sistema 
nervoso periferico lungo le fibre afferenti A-δ (mielinizzate a conduzione veloce) 
e le fibre C (non mielinizzate a conduzione lenta). 
3. Modulazione: avviene attraverso un sistema di analgesia endogena discendente. 
La trasmissione viene modificata. Si tratta di una modulazione serotoninergica o 
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noradrenergica che comporta un’inibizione nell’ambito del corno dorsale del 
midollo spinale. 
4. Percezione: è il passaggio finale, è il risultato dell’efficiente trasduzione, 
trasmissione, modulazione e integrazione delle funzioni corticotalamiche, 
reticolari e limbiche, che stanno alla base della percezione cosciente, soggettiva 
ed emozionale dell’esperienza dolorosa. 
L’input nocicettivo viene modulato in qualunque stadio (Henke & Erhardt, 2006). 
 
1.3. Trattamento farmacologico del dolore negli animali 
Al giorno d’oggi, gli animali domestici sono considerati parte integrante della famiglia 
e come tali, i proprietari richiedono un livello di cure comparabile a quello ricercato per 
l’uomo stesso. Questo cambiamento di atteggiamento e di considerazione verso gli 
animali ha portato alla necessità di sviluppare nuove terapie in ambito veterinario più 
efficaci e innovative (Giorgi, 2012; Giorgi et al., 2012; Giorgi & Yun, 2012). La 
farmacologia veterinaria, rispetto alla farmacologia umana, ha ancora un armamentario 
di farmaci molto ridotto; per questo motivo i farmaci per uso umano sono sempre più 
studiati per uso veterinario (farmaci off label), sia a livello delle industrie farmaceutiche 
sia in campo accademico, al fine di affrontare questo deficit di principi attivi (Lavy et 
al., 2011, Giorgi & Owen, 2012; Giorgi et al., 2012).  
Per un corretto approccio al trattamento del dolore, è indispensabile la comprensione dei 
meccanismi che sono alla base della nocicezione e di quelli che la modulano. Sulla base 
di tali meccanismi risulta infatti possibile individuare i principali siti di azione delle 
maggiori classi di farmaci utilizzati nella terapia antalgica nell’animale (Figura 2). 
A livello della trasduzione  farmaci antinfiammatori non steroidei (FANS), 
corticosteroidi, oppioidi e anestetici locali possono agire inibendo la sensibilizzazione 
periferica dei nocicettori. 
A livello della trasmissione  gli anestetici locali si rendono responsabili dell’inibizione 
della conduzione dell’impulso. 
A livello della modulazione delle vie spinali  FANS, anestetici locali, oppioidi, α2–
agonisti, antagonisti del glutammato, antidepressivi e anticonvulsivanti possono inibire 
la sensibilizzazione centrale. 
A livello della percezione  anestetici generali, oppioidi, α2–agonisti e antidepressivi .  
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Figura 2: Schema del processo di nocicezione e classi di farmaci su cui interagiscono 
 
 
Le principali categorie di composti ad azione analgesica sono rappresentate da: 
• Oppioidi 
• FANS 
• Corticosteroidi 
• Anestetici locali 
• α2-agonisti 
• Antidepressivi  
• Anticonvulsivanti 
• Antagonisti del N- metil-D-aspartato 
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1.3.1. Oppioidi  
I farmaci oppioidi sono una classe di farmaci che si legano competitivamente ai recettori 
degli oppioidi del sistema nervoso centrale attraverso tre interazione differenti: 
 L’attivazione completa del recettore (agonisti), causando la piena espressione 
della funzione del recettore 
 Il legame parziale al recettore, provocando espressione parziale della funzione del 
recettore (o il blocco parziale del recettore se è già attivo) 
 La completa antagonizzazione del recettore, eliminando completamente la 
funzione della ricezione durante la durata di azione del farmaco 
Agonisti e agonisti parziali sono utili per produrre vari gradi di analgesia (Bonnie, 2002). 
In particolare, gli oppioidi producono analgesia interferendo con specifici recettori (μ, κ 
e δ), mimando gli effetti degli oppioidi endogeni (endorfine, encefaline e dinorfine). 
Questi recettori variano nei loro effetti farmacologici (sebbene tutti e tre producano 
analgesia) e nella loro distribuzione nell’organismo (Waldhoer et al., 2004). Gli oppioidi 
non modulano la conduzione nervosa, ma inibiscono il rilascio di neurotrasmettitori 
eccitatori a livello del cervello e del midollo spinale. Di conseguenza, questa classe di 
farmaci riduce il dolore dovuto a uno stimolo, ma non cancellano lo stimolo stesso e non 
interferiscono con la funzione motoria. Gli effetti collaterali più comuni degli oppioidi 
sono bradicardia, sedazione, ritenzione urinaria, depressione respiratoria, stipsi, vomito, 
nausea, disforia occasionale ed eccitazione (Bonnie, 2002). Gli oppioidi tendono ad 
interferire limitatamente con l’apparato cardiocircolatorio, e il loro impiego nella 
premedicazione consente una riduzione dei farmaci anestetici, spesso dotati di maggiori 
effetti depressivi sul sistema cardiovascolare (Pascoe, 2000).  
1.3.2. Farmaci antinfiammatori non steroidei  
I Farmaci antinfiammatori non steroidei (FANS) rappresentano degli ottimi analgesici, 
da sempre ritenuti validi nei confronti del dolore infiammatorio. I FANS agiscono 
inibendo la ciclossigenasi (COX1 e COX2), enzima fondamentale per il metabolismo 
dell'acido arachidonico, determinando effetti antinfiammatori, antipiretici e analgesici. I 
prodotti del metabolismo COX-dipendente dell'acido arachidonico includono le 
prostaglandine classiche, come la prostaglandina E2, le prostacicline e i trombossani. La 
maggior parte di questi metaboliti rappresentano degli importanti mediatori della risposta 
infiammatoria periferica. I FANS producono molti dei loro effetti analgesici, inibendo 
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l'attività della COX (soprattutto della COX2) a livello centrale, contribuendo a limitare il 
fenomeno della sensibilizzazione centrale (wind-up). 
I FANS, al contrario degli oppioidi, non causano sedazione, eccitazione, depressione 
respiratoria o ipotensione quando usati a dosi terapeutiche. Tuttavia il loro utilizzo deve 
essere attentamente valutato perché causano effetti collaterali che comprendono lo 
sviluppo di ulcere gastrointestinali e conseguenti emorragie, nefrotossicità, epatotossicità 
e riduzione dell'aggregazione piastrinica (Perkowski & Wetmore, 2006). 
1.3.3. Anestetici locali 
Questa classe di farmaci agisce bloccando la propagazione del potenziale d'azione, 
inibendo il flusso di Na+ attraverso canali Na+ voltaggio-dipendenti posti sulla membrana 
neuronale (Katzung et al., 2011). Quando vengono usati topicamente, mediante 
infiltrazione locale o tramite il blocco nervoso regionale, bloccano la trasduzione e la 
trasmissione dei segnali afferenti primari. Essi possono essere somministrati anche per 
via epidurale o intratecale allo scopo di fermare la trasmissione dello stimolo nocicettivo 
dalle corna dorsali del midollo spinale ai centri superiori, e per via intraperitoneale, allo 
scopo di ridurre stati infiammatori e quindi algici di diversa natura (es. pancreatite) 
(Perkowski & Wetmore, 2006). 
Gli anestetici locali utilizzati per produrre anestesia locale sono la lidocaina e la 
bupivacaina. Recentemente, in medicina veterinaria, oltre ad un utilizzo topico, è stato 
introdotto l'uso della lidocaina come analgesico sistemico: è stato infatti dimostrato che 
la sua somministrazione in infusione endovenosa continua durante un intervento 
chirurgico ha azione adiuvante l’anestesia generale, consentendo una riduzione dei 
dosaggi dell'anestetico, ma non è raccomandata per i gatti in quanto causa depressione 
vascolare (Fox, 2010). Effetti tossici cardiovascolari (es. aritmie e depressione cardiaca) 
e neurologici (es. convulsioni) possono manifestarsi anche a dosi prossime a quelle 
terapeutiche. 
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1.3.4. Corticosteroidi 
Numerose malattie di tipo infiammatorio rispondono alla terapia corticosteroidea. I 
corticosteroidi producono analgesia determinando effetti antinfiammatori in maniera 
simile ai FANS. Essi bloccano sia le ciclossigenasi che le lipossigenasi, agendo sulla 
fosfolipasi A2, inibendo così il rilascio dell’acido arachidonico dalle membrane cellulari. 
All’impiego di questi farmaci, soprattutto se in associazione con i FANS, è 
particolarmente collegato il rischio di ulcere gastrointestinali, nonché di altri effetti 
collaterali sistemici. Pertanto il grado di utilità di questi farmaci differisce 
considerevolmente nelle differenti malattie e la loro tossicità se somministrati 
cronicamente ne limita l’impiego (Katzung et al., 2011). 
1.3.5. α2-agonisti 
I recettori α-adrenergici sono localizzati in varie aree del midollo spinale e del tronco 
encefalico coinvolte nell’analgesia. I farmaci α2-agonisti (es. xilazina, detomidina, 
medetomidina) se somministrati per via sistemica, determinano analgesia e sedazione, ma 
si rendono anche responsabili di effetti collaterali molto pronunciati soprattutto a carico 
dell’apparato cardiovascolare, rappresentato inizialmente da ipertensione, e in un secondo 
momento da ipotensione (soprattutto con xilazina), e da una pronunciata diminuzione 
della frequenza e della gittata cardiaca, secondari alla riduzione a livello centrale del 
rilascio di noradrenalina e quindi dell’attività del sistema simpatico. Questi farmaci 
possono anche causare depressione respiratoria, emesi e aumento della produzione di 
urina. Per tali ragioni gli α2-agonisti non rappresentano molecole di prima scelta 
nell’analgesia, sebbene recentemente siano state sviluppate varie tecniche per 
ottimizzarne gli effetti analgesici riducendo quelli collaterali. Basse dosi di medetomidina 
infatti provocano analgesia con minimi effetti cardiovascolari. Allo stesso modo la 
somministrazione epidurale (tale tecnica sta diventando sempre più popolare sia nei 
grandi che nei piccoli animali) ed intratecale danno luogo ad analgesia con ridotta 
incidenza di effetti indesiderati (Perkowski & Wetmore, 2006). 
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1.3.6. Anticonvulsionanti 
Gli anticonvulsivanti sono una categoria di farmaci prevalentemente utilizzati negli 
attacchi epilettici. Numerosi studi sostengono che questa categoria di farmaci in 
associazione ad anestetici locali alleviano il dolore neuropatico (Fox, 2010). 
I farmaci anticonvulsionanti stabilizzano le membrane neuronali. Essi agiscono 
direttamente sui canali ionici, con conseguente depolarizzazione della membrana 
neuronale e attivano i canali del Cl- GABA-dipendenti, aumentando la frequenza 
dell’apertura del canale del Cl- ed evocando l’iperpolarizzazione del neurone (Katzung et 
al., 2011). 
Farmaci appartenenti a questa classe e recentemente usati come adiuvanti nelle terapie 
antidolorifiche in medicina veterinaria sono: carbamazepina e il gabapentin, studiati in 
sperimentazioni cliniche randomizzate per il sollievo del dolore nei disturbi a livello 
neuropatico. La carbamazeprina blocca la conduttanza ionica sopprimendo l'attività delle 
fibre Aδ e C senza alterare la normale conduzione nel nervo (Fox, 2010). Tuttavia, la 
carbamazeprina non è di ampio utilizzo in medicina umana a causa degli effetti collaterali, 
dell’interazioni con altri farmaci metabolizzati dal fegato e per l’irregolare sollievo dal 
dolore. 
Il gabapentin è paragonabile agli antidepressivi triciclici per l’utilizzo nel dolore 
neuropatico, ed è attualmente utilizzato per il dolore cronico umano. Nella pratica clinica 
veterinaria il gabapentin riduce il dolore in cani e gatti con un’esperienza refrattaria di 
dolore neuropatico secondario a patologie dei dischi intervertebrali cervicali e toraco-
lombari o a trauma pelvico (Mathews, 2008).  
1.3.7. Antidepressivi 
Gli antidepressivi sono utilizzati per la terapia del dolore neuropatico continuo e del 
dolore associato a spasmi viscerali. In particolar modo, gli antidepressivi inibiscono il 
reupetake della noradrenalina (NA) e della serotonina (5-TH) a livello del sistema 
nervoso centrale, e di conseguenza si ha un aumento dell’attivazione delle vie discendenti 
della modulazione del dolore; un altro meccanismo è quello di inibire i canali della NA 
che bloccano la generazione di impulsi e agiscono anche come antagonisti dei recettori N 
metil-D-apartato. Gli antidepressivi sono stati i primi ad essere studiati per la loro 
evidenza-base nel trattamento del dolore neuropatico mostrando sollievo dal dolore e 
dalla depressione (Fox, 2010).  
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L’amitriptilina è conosciuta come un inibitore della ricaptazione delle catecolamine, ma 
esercita anche una forte azione anestetica locale e allevia il dolore neuropatico 
sopprimendo le scariche eptotiche (Coull et al., 2003). I nuovi antidepressivi non 
triciclici, come SSRI, antidepressivi che alterano sia la neurotrasmissione noradrenergica 
che quella serotoinergica e antidepressivi NA-selettivi, hanno uso preferenziale nella 
medicina umana, a causa di una migliore tollerabilità, tuttavia la loro efficacia 
nell’alleviare il dolore neuropatico non è ancora dimostrata totalmente. (Fox, 2010). 
1.3.8. Antagonisti del recettore l’N-metil-D-aspartato 
Il recettore dell’N-metil-D-aspartato (NMDA), principale responsabile dei fenomeni di 
wind-up e del conseguente sviluppo di iperalgesia, fa parte della classe di recettori 
inotropi del glutammato. Questa classe di recettori (attivatori dei canali ionici) è suddivisa 
in tre sottotipi differenti quali il kainato (KA) distribuito prevalentemente a livello 
dell’ippocampo, cervelletto e midollo spinale; l’α-ammino-3-idrossi-5-metilisossazolo-
4-propionato (AMPA) e NMDA entrambi distribuiti in modo omogeneo a livello del SCN 
(Katzung et al., 2011) (Figura 3). 
 
Figura 3: Recettori ionotropici del glutammato 
Il recettore NMDA è costituito da un canale ionico Na+/Ca2+ sottoposto ad un blocco 
Mg2+ voltaggio-dipendente (Mayer et al., 1984). L’attivazione del recettore NMDA al 
glutammato è potenziata dalla glicina (Johnson & Ascher, 1987). Il recettore può essere 
allostericamente influenzato da altri ligandi quali lo zinco, poliammine e fenciclidina 
(PCP); modificato chimicamente attraverso reazioni redox e di fosforilazione o modulato 
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indirettamente attraverso l'attivazione di altri canali ionici del glutammato (Mori & 
Mishina, 1995) (Figura 4). 
 
Figura 4: Recettore NMDA 
Gli antagonisti del recettore NMDA possono agire direttamente o indirettamente su 
diversi siti del complesso recettoriale. Il blocco diretto del recettore NMDA è 
maggiormente realizzato mediante l'utilizzo di sostanze che agiscono sul sito di legame 
per il glutammato (agonisti competitivi) e in misura minore sui diversi siti di legame 
(antagonisti non competitivi). Il blocco indiretto del recettore NMDA invece si realizza 
maggiormente con l’uso di farmaci che agiscono modulando il sito redox del recettore 
stesso o attraverso un'azione sulla proteina chinasi C, che influenza il blocco del canale 
del Mg2+ del recettore (McBain & Mayer, 1994). 
Farmaci antagonisti del recettore NMDA più comunemente utilizzati in medicina 
veterinaria sono la ketamina, l’amantadina e il dextrometorfano. La ketamina, antagonista 
non competitivo del recettore NMDA (Thomson et al., 1985), è un anestetico 
dissociativo. Recentemente si è diffuso il suo impiego a dosi sub-anestetiche nel 
trattamento del dolore. L’amantadina, anche se appartenente alla classe degli antivirali, 
per le sue caratteristiche di antagonista non competitivo dei recettori NMDA (Korenhuber 
et al., 1995) è stata recentemente introdotta per la gestione del dolore cronico negli 
animali. Infine, il dextrometorfano è un antagonista orale del recettore NMDA e viene 
raccomandato per la gestione del dolore neuropatico. Purtroppo, nei cani questo farmaco 
non viene assorbito se somministrato per via orale, e per questo motivo non è 
raccomandato in questa specie animale (Mathews, 2008). 
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1.4. Flupirtina 
La flupirtina (FLU) è un farmaco unico nel suo genere, appartenente alla classe del 
“Selective Neuronal Potassium Channel Openers (SNEPCO)” (Kournhuber et al., 1999) 
approvato per la prima volta in Germania nel 1989 (Singal et al., 2012). Le numerose 
applicazioni della FLU per il trattamento di differenti stati del dolore nell’uomo hanno 
portato all’interesse nel studiare questo farmaco per l’utilizzo (off-label) nella pratica 
clinica veterinaria.  
1.4.1. Caratteristiche chimico-fisiche 
La FLU (etil-N-[2-amino-6-(4-fluorfenilmetilamino) piridina-3-yl] carbammato) è un 
derivato della triaminopiridina caratterizzato da un peso molecolare di 304.32 g/mol 
(Kumar et al., 2013). Come si può notare dalla figura 5, la FLU è una molecola poco 
lipofila e scarsamente solubile in acqua, caratterizzata da un pKa vicino a 5.3 disponibile 
quindi in commercio come sale maleato (Giorgi & Owen, 2012). 
 
Figura 5: Struttura chimica della FLU 
 
1.4.2. Caratteristiche farmacologiche 
1.4.2.1. Farmacodinamica 
Numerosi studi presenti in letteratura suggeriscono che la FLU è caratterizzata da 
un’azione antinocicettiva a livello centrale non mostrando affinità per i recettori α1/α2, 5-
HT1/5-HT2, dopaminergici e nicotinici (Osborne et al., 1998). Ulteriori studi mostrano 
che la FLU diminuisce il riflesso flessorio polisinaptico spinale in ratti anestetizzati, 
azione bloccata dalla co-somministrazione di N-metil-D-aspartato. Questo suggerisce 
un’azione antagonista della FLU sui recettori NMDA (Schward et al., 1994). In uno 
studio di Osborne et al. (1998) è stato evidenziato che la FLU non presenta alcuna affinità 
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per nessun sito di legame associato al complesso recettoriale NMDA. Nel medesimo 
lavoro un secondo studio in vitro sulla retina isolata nei conigli ha dimostrato un’azione 
antagonista della FLU sull’effetto prodotto dalla somministrazione di N-metil-D-
aspartato, riducendo significativamente i livelli di lattato deidrogenasi (LDH) prodotto in 
seguito alla somministrazione dell’agonista, ma non mostrando nessuna azione 
sull’incremento di LDH determinato dalla somministrazione di kainato. Questi dati 
suggeriscono che l’azione analgesica della FLU sia dovuta ad un meccanismo d’azione 
indiretto antagonista sui recettori NMDA e da un’azione diretta o indiretta sui siti redox 
del NMDA che porta ad una attività antiapoptopica caratteristica della FLU stessa 
Osborne et al., 1998). 
Questo meccanismo indiretto sui recettori NMDA potrebbe a sua volta essere influenzato 
da una seconda azione della FLU individuata a livello dei canali del K+ GIRKs (Inwardly 
Rectifying K+ Channel) e KCNQ. 
I canali del potassio sono una classe di canali ionici che modulano l'eccitabilità di una 
numerosa varietà di tipi di cellule inclusi i neuroni nocicettivi. Sono canali selettivi allo 
ione K+ che influenzano il flusso di questi ioni attraverso le membrane cellulari.In 
articolare il K+ lungo le membrane delle cellule neuronali; portano le membrane a valori 
dei potenziali più negativi con successiva soppressione dell’eccitabilità. I canali K+ 
servono a modulare l'eccitabilità neuronale attraverso la stabilizzazione dal potenziale di 
membrana a riposo o attraverso ripolarizzazione/iperpolarizzazione del potenziale 
d'azione di membrana. Per questo motivo, i canali del K+ sono dei bersagli terapeutici 
interessanti per il trattamento di patologie che comportano ipereccitabilità neuronale, 
come il dolore (Gibson et al., 2014) 
In particolare, i canali GIRKs vengono attivati da recettori inibitori accoppiati a proteine 
Gi che svolgono un ruolo di iperpolarizzazione cellulare a livello dei neuroni post-
sinaptici del SNC con blocco dell’attività elettrica di membrana e inibizione del rilascio 
di neurotrasmettitori a livello presinaptico attraverso un meccanismo non conosciuto 
(Nicoli, 1988; North, 1989; Thompson et al., 1993; WU & Saggau, 1997). La loro 
attivazione richiede un’interazione della subunità β della proteina Gi con le strutture 
citosoliche del canale che determinano l’apertura del poro mediante modificazione 
conformazionale (Figura 6). 
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Figura 6: Meccanismo di attivazione del canale GIRK tramite l’attivazione di un recettore (A) 
accoppiato a proteina Gi 
I canali KCNQ (nominati anche Kv7) sono canali del K voltaggio dipendenti costituiti da 
sei domini transmembrana. Si dividono in 5 membri: 7.1-7.5. I membri 7.2-5 sono 
espressi ampliamente nei neuroni soprattutto a livello della corticale, dell’ippocampo, dei 
gangli spinali e della radice dorsale dei neuroni gangliari (Gibson et al., 2014). A 
differenza dei canali GRIKs, inducono una corrente M che riveste un importante ruolo 
nel determinare l’eccitabilità di molti neuroni. Infatti i canali KCNQ si attivano in seguito 
a depolarizzazione e la corrente che ne consegue iperpolarizza la membrana neuronale 
producendo il ritorno del potenziale di membrana a valori vicini al potenziale di riposo, 
riducendo così l’eccitabilità neuronale (Raffa & Pergolizzi, 2012). Gli studiosi Carlsson 
e Jurna in studio del 1987 hanno dimostrato che la somministrazione endovenosa di FLU 
inibisce l'attività neuronale dopo la stimolazione del nervo surale. La risposta alla 
stimolazione è stata riscontrata sia nelle fibre C e Aδ con una riduzione sia dell’attività 
spontanea in entrambe le classi di fibre sia una riduzione dell’attività evocata dalle fibre 
C. Questo studio è stato uno dei primi lavori che ha suggerito l’azione modulatoria della 
FLU sui canali KCNQ i quali possono influenzare direttamente l’attività delle fibre C 
(Figura 7). 
 
Figura 7: Struttura del KCNQ: canale del potassio formato da sei domini transmembrana [I-VI]; 
suddivisi in due parti: domini rilevamento voltaggio (VSD) e domini per la formazione del poro. 
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1.4.2.2. Farmacocinetica nell’uomo 
1.4.2.2.1. Assorbimento: La FLU è un farmaco assorbito velocemente nell’uomo a livello 
del tratto gastrointestinale. Il picco di concentrazione massima (Cmax) di farmaco nel 
plasma dopo una singola dose di 100 mg e 200 mg di FLU in volontari sani è 
rispettivamente di 0.77 mg/L e 2.0 mg/L, ottenuti a tempi massimi (Tmax) di 1.6 e 2 h 
dopo somministrazione orale. Valori di Cmax in pazienti anziani o con insufficienza 
renale sono di 1.12 mg/L e 0.72 mg/L rispettivamente. La concentrazione plasmatica di 
FLU è correlata linearmente alla dose nel range di 50-300 mg (Singal et al., 2012). La 
somministrazione rettale di 150 mg di FLU produce una Cmax di 0.89 mg/L (Hlavica & 
Niebch, 1985). Valori di biodisponibilità (F%) a seguito della somministrazione orale 
sono del 90% circa mentre per la somministrazione rettale del 70% (Friedel et al., 1993). 
Fenomeni di accumulo non sono stati rilevati dopo 28 giorni di trattamento orale di FLU 
a una dose di 100 mg (Singal et al., 2012) (Tabella 1). 
1.4.2.2.2. Distribuzione: La FLU ha un grande volume apparente di distribuzione (Vd) e 
viene equamente distribuito nei comportamenti extra e intravascolari. Il Vd di 100 mg di 
FLU dopo somministrazione orale è di 154 L, 212L e 195L rispettivamente nei volontari 
sani, nei pazienti con insufficienza renale e nei pazienti anziani (Abrams et al., 1988). La 
FLU è legata per l’84% all’albumina umana e per il 94% alle proteine plasmatiche nel 
ratto (Singal et al., 2012). La clearance (CL) dopo la somministrazione orale di 100 mg 
di FLU è di 275, 263 e 161 ml/min rispettivamente nei volontari sani, nei paziente con 
insufficienza renale e nei pazienti anziani (Abrams et al., 1988) (Tabella 1). 
1.4.2.2.3. Metabolismo: La FLU viene biotrasfomata nel fegato in due metaboliti primari: 
l’acido 4-fluoro-ippurico e nell’analogo N-acetilato D13223 (Figura 8) quest’ultimo 
mantiene il 20-30% di attività della molecola di partenza (Methling et al., 2009; Devulder, 
2010). La metabolizzazione avviene tramite idrolisi della struttura uretanica e successiva 
N-acetilazione. L’acido 4-fluoro-ippurico invece si forma per idrolisi del p-fluoro-benzil 
a p-fluoro fenil metanolo, seguita da una rottura ossidativa intermedia dell’acido p-fluoro-
benzoico, la quale poi viene coniugato con la glicina per formare l’acido p-fluoro 
ippurico. In un recente studio (Methlimg et al., 2009) è stato dimostrato che la FLU in 
vivo non subisce reazioni enzimatiche dal citocromo p450 in misura significativa, 
dimostrando inoltre che le monoammino ossidasi umane non possono partecipare in vivo 
al metabolismo della FLU stessa (Methling et al., 2009; Devulder, 2010).   
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Figura 8: Metaboliti attivi della FLU 
1.4.2.2.4. Eliminazione: la FLU se somministrata oralmente o per via rettale viene 
biotrasformata a livello del fegato. Valori di CL apparente riscontrata in volontari sani a 
seguito di una somministrazione orale è stata di 16.5 L/h. Circa il 72% di farmaco viene 
eliminato con le urine mentre circa il 67% per i relativi metaboliti. Il restante 18% è 
escreto con le feci (Singal et al., 2012). 
 
Tabella 1: Parametri farmacocinetici di FLU (100 mg PO) in volontari sani, in pazienti anziani e in 
pazienti con insufficienza renale. 
1.4.2.3. Dosaggio e formulazione 
Le formulazioni per la somministrazione orale di FLU presenti in commercio sono da 50 
mg o 100 mg. Nell’adulto le dosi consigliate variano da 300-400 mg al giorno fino ad un 
massimo di 600 mg; Nel bambino (di età superiore a 6 anni) il range di dose giornaliera 
è 150-200 mg da suddividere in 3-4 volte al giorno. Il dosaggio giornaliero consigliato 
per le supposte rettali nell’adulto varia nel range di 450-600 mg al giorno, mentre nel 
bambino il dosaggio giornaliero non deve superare 300 mg (Friedel & Fitton, 1993; 
Devulder, 2010) (Tabella 2). 
 
Tabella 2: Dosaggi e formulazioni per adulti e bambini (< 6 anni) 
Cmax mg/L 0.77 1.12 0.72
CL mL/min 275 161 263
Vd L 154 195 212
Pazienti con insufficienza renalePazienti anzianiVolontari saniParametri Unità di misura
Adulti Bambini (< 6 anni)
Orale 50 e 100 mg 100 mg tre o quattro volte al giorno 50 mg tre o quattro volte al giorno
Rettale 75 e 150 mg 150 mg tre o quattro volte al giorni 75 mg tre o quattro volte al giorno
Dosaggio consigliato
Via di somministrazione Preparazioni
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1.4.2.4. Interazioni con altri farmaci: 
La FLU ha dimostrato di aumentare la tossicità dell’anticoagulante warfarin, attraverso 
un meccanismo d’azione non chiaro. Aumenta il potenziale epatotossico del 
paracetamolo. Alcol e altri sedativi, tra cui le benzodiazepine potenziano la stanchezza e 
vertigini causate dalla FLU (Friedel & Fitton, 1993; Singal, 2012).  
1.4.2.5. Effetti avversi e tollerabilità 
Gli eventi avversi più comuni che si verificano durante la terapia con FLU includono 
sonnolenza, vertigini, bruciore di stomaco, mal di testa, secchezza delle fauci, stanchezza 
e nausea (Heusinger, 1987; Herrmann et al., 1993; Herrmann et al., 1987). Questi eventi 
sono stati riscontrati come lievi, transitori, (McMahon et al., 1987) e più frequenti nei 
primi sei mesi di terapia (Herrmann et al., 1987). Alterazioni significative dei parametri 
clinici di laboratorio e nei segni vitali, tra cui pressione arteriosa, frequenza cardiaca, 
ECG, funzione renale, ematologica e parametri metabolici, sono stati osservati durante la 
terapia con FLU (Heusinger, 1987; Herrmann et al., 1993; Herrmann et al., 1987, 
McMahon et al., 1987). Raramente, è stato osservato un aumento enzimatico a livello 
epatico e possibile colorazione dell’urina che può assumere una colorazione verdastra 
senza manifestare sintomi associati (Maier et al., 2010). 
Rispetto ad altri analgesici disponibili per uso umano, quali ad esempio FANS e oppioidi, 
questo principio attivo ha una maggiore tollerabilità. In particolare, l'uso di FANS è 
limitato per eventi avversi specialmente a livello gastrointestinale, inclusi dispepsia, 
riscontrato nel 40% dei pazienti (Hirschowitz, 1994). Il trattamento con oppioidi è 
caratterizzato da tipici effetti avversi quali costipazione, nausea, vomito, sedazione, 
confusione, prurito, ritenzione urinaria e depressione respiratoria, associati a sviluppo di 
tolleranza e dipendenza (Schuster, 1998). Nessun segno di dipendenza o tolleranza sono 
stati osservati dopo somministrazioni ripetute di FLU per la terapia del dolore cronico. 
1.4.3. Utilizzo della FLU in medicina umana 
1.4.3.1. Dolore muscolare: Per determinare l'efficacia analgesica e la tollerabilità della 
FLU nel dolore muscolare, è stata comparata a placebo e analgesici standard. Una 
sorveglianza post-marketing di FLU somministrata al dosaggio di 200-300 mg/die per 
una settimana ha mostrato un miglioramento nel tasso di risposta al dolore (94%, 89.4% 
e 85.9% rispettivamente per i pazienti con dolore acuto, subacuto, e cronico) valutata 
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mediante una scala analogica visiva del dolore. Uno studio randomizzato in doppio cieco, 
ha rivelato che alla FLU al dosaggio di 300 mg/die è ascrivibile lo stesso effetto che si 
conferisce al tramadolo dopo somministrazione di 150 mg/die nel ridurre la lombalgia 
subacuta. Infine, ulteriori studi presenti in letteratura mostrano che la FLU 300 mg/die 
comparata con il diclofenac 150 mg/die ha mostrato una riduzione significativa del dolore 
post-operatorio dopo 1h dalla somministrazione orale di entrambi i farmaci (Devulder, 
2010; Mueller-Schwefe, 2003). 
 
1.4.3.2. Cefalea: Nei pazienti, intolleranti o con risposta insufficiente all’utilizzo di 
analgesici convenzionali contro la cefalea cronica, hanno mostrato una buona risposta al 
dolore dopo somministrazione di FLU. Studi comparativi tra la FLU (100 mg 
somministrata tre volte al giorno per due settimane) con il placebo (stesso trattamento) 
nella cefalea cronica hanno mostrato una significativa riduzione dell'intensità del dolore. 
Anche negli attacchi acuti di emicrania, la FLU (100 mg per via orale) ha dimostrato una 
migliore efficacia in termini di riduzione del dolore, effetti collaterali e limitazione nella 
capacità di lavorare rispetto al paracetamolo alla dose di1 g somministrato per via orale 
(Mueller-Schwefe, 2003). 
 
1.4.3.3. Dolore neurogeno :(dolore generato a livello dei nervi). La somministrazione di 
380 mg/die di FLU ha mostrato un’azione maggiore rispetta al trattamento con aspirina 
(1800 mg/die) a livello della zona lombare e cervicale della radice spinale. Lo studio ha 
dimostrato che su alcuni pazienti il dolore veniva eliminato completamente mentre su 
altri si riduceva maggiormente rispetto al trattamento con aspirina (Devulder, 2010; 
Heusinger, 1987; Harish et al., 2012)  
 
1.4.3.4. Dolore oncologico: Studi presenti in letteratura hanno dimostrato che la FLU 
riduce il dolore acuto e cronico causato dal cancro e da trattamenti oncologici in modo 
più efficace del tramadolo e della pentazocina presentando simile profilo di sicurezza 
(Luben, 1994). 
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1.4.3.5. Dolore post-operatorio: La FLU presenta un migliore effetto analgesico 
caratterizzato da ridotti effetti collaterali per la terapia del dolore post-operatorio rispetto 
a farmaci standard. In particolar modo, nel dolore post-episiotomia, la FLU ha mostrato 
una riduzione del 69% del dolore fino a sei ore dopo la somministrazione del farmaco 
rispetto al placebo che ne mostrava solo il 26% e rispetto al farmaco suprofene e 
paracetamolo (Kumar et al., 2013). Un ulteriore studio di confronto con il diclofenac 
effettuato su 40 pazienti ortopedici ha dimostrato che la FLU e il diclofenac sono stati 
ugualmente efficaci nel ridurre il dolore post-operatorio (Mastronardi et al., 1988). 
Mentre studi di comparazione con la pentazocina e la diidrocodeina hanno mostrato pari 
efficacia nel ridurre il dolore post-operatorio ma presentando meno effetti collaterali a 
seguito del trattamento con FLU (Harish et al., 2012). 
Da quanto enunciato fino ad ora risulta evidente l’efficacia della FLU in medicina umana, 
ma tutti gli studi presenti in letteratura risultano comunque insufficienti per raccomandare 
questo farmaco come off-label nella pratica clinica veterinaria. Tutto ciò ha portato alla 
necessità di approfondire studi riguardanti la FLU sia dal lato analitico, cercando metodi 
sempre più all’avanguardia per quanto riguarda precisione e accuratezza, basati sulle 
nuove linee guida dell’EMA del 2011, sia dal lato più pratico dell’applicazione di questo 
farmaco al fine di poter focalizzare nuovi studi basandoli su un concetto di specie-
specificità, criterio fondamentale per la diffusione di nuovi farmaci destinati alla medicina 
veterinaria. 
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Lo scopo di questo studio è stato: 
 Sviluppare e validare un metodo analitico per la determinazione della FLU 
attraverso lo strumento HPLC-FL 
 Determinare il profilo farmacocinetico della FLU in cani e gatti sani a seguito di 
somministrazioni di differenti formulazioni farmaceutiche di FLU 
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3.1 La sperimentazione animale e in laboratorio 
Lo studio è stato sviluppato suddividendo il lavoro in tre fasi distinte: 
1° fase: Sviluppo e validazione del metodo analitico 
 Cane 
2° fase: Sperimentazione animale:  
 Gatto 
3° fase: Analisi dei campioni e integrazione dei dati 
Il presente studio è stato realizzato grazie alla collaborazione tra l’Università di Pisa e 
l’Università di Lublino (Polonia). 
Lo sviluppo, la validazione del metodo e all’analisi dei campioni di plasma ottenuti dalla 
sperimentazione animale, sono stati effettuati presso il Dipartimento di Scienze 
Veterinarie dell’Università di Pisa, sezione Farmacologica e Tossicologica. La 
sperimentazione animale è stata eseguita presso il “Department of Pharmacology, 
University of Life Sciences, Lublin, Poland”, fatta eccezione per la validazione del 
metodo analitico in cui la sperimentazione animale è stata eseguita presso l’Università di 
Pisa. 
3.2. Prodotti chimici e reagenti 
Flupirtina maleato: polvere pura > 90% Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)  
Trazodone: polvere pura > 90% Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)  
Retigabina: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 
Metoclopramide: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)   
Acetato di etile (AcOEt): Merck (Darmstadt, Germania) 
Etere etilico (Et2O): Merck (Darmstadt, Germania) 
Diclorometano (CH2Cl2): (Darmstadt, Germany) 
Acetonitrile (AcN): (Darmstadt, Germany)   
Acetato di ammonio (AcONH4): Carlo Erba (Milano, Italia) 
Acido formico (HCOOH): Sigma - Aldrich (Steinheim, Germania) 
Acqua deionizzata ottenuta utilizzando Milli-poro Water System Milli-Q (Millipore, MA, 
USA) 
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3.2.1. Preparazione delle soluzioni 
 Soluzione acquosa di acetato d’ammonio 20 mM pH 6,8 
La soluzione acquosa di acetato d’ammonio utilizzata nella fase mobile, alla 
concentrazione 20 mM, è stata preparata pesando esattamente 1,54 g di acetato 
d’ammonio disciolti in 1 L di acqua bi-distillata milliQ, sotto agitazione meccanica. Il pH 
della soluzione del valore di 6,8 è stato determinato attraverso l’utilizzo di un pHmetro 
con elettrodo a vetro. La soluzione è stata in seguito conservata in frigorifero a +4°C. 
 Miscela di estrazione 
La miscela di estrazione acetato di etile/diclorometano (AcOEt/ CH2Cl2 in rapporto 7:3 
v/v) è stata preparata misurando 70 mL di AcOEt e 30 mL di CH2Cl2 attraverso un cilindro 
graduato da 100 mL. 
3.2.2. Soluzioni standard e retta di taratura 
 Soluzione di trazodone 1000 µg/mL 
La soluzione madre di trazodone 1000 µg/mL è stata preparata pesando 10 mg di 
trazodone allo stato solido in polvere disciolti in H2O e portati a volume in un matraccio 
tarato (10 mL). Successivamente, dalla soluzione madre sono state effettuate delle 
diluizioni in H2O allo scopo di ottenere concentrazioni a 5, 10, 20, 50, 100 e 250 µg/mL. 
Queste soluzioni sono state conservate nel freezer a una temperatura di -20° C in tubi da 
15 mL con tappo a vite e ricoperte con un foglio di alluminio per ripararle dalla luce e per 
evitare un’eventuale degradazione della sostanza. 
  Soluzione di flupirtina 500 µg/mL  
La soluzione madre di FLU 500 µg/mL è stata preparata pesando esattamente 5 mg di 
FLU allo stato solido in polvere disciolti in H2O e portati a volume in un matraccio tarato 
(10 mL). Successivamente, sono state effettuate delle diluizioni in H2O allo scopo di 
ottenere concentrazioni di 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 a 2500 ng/mL Queste soluzioni 
sono state poste in tubi con tappo a vite, ricoperte con carta argentata, riparandole da fonti 
di luce per evitare la loro degradazione e conservate in freezer a -20 ◦ C.
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 Retta di taratura della flupirtina 
Le soluzioni di FLU ottenute sono state in seguito aggiunte a campioni di plasma di cane 
e analizzate attraverso lo strumento HPLC iniettando i campioni tre volte ciascuna in 
ordine crescente di concentrazione, al fine di ottenere una retta di taratura conseguita 
attraverso il programma GraphPad Prism 4 Project versione 4.0, 2003 (Figura 9) 
 
Figura 9: Retta di taratura della FLU 
La retta di taratura ha agevolato il calcolo delle concentrazioni dell’analita presente nei 
vari campioni di plasma di cane, a seguito di valori ricavati dalle aree dei picchi presenti 
in cromatogrammi ottenuti attraverso lo strumento HPCL. 
3.3. Strumentazione 
 Centrifuga UNIVERSAL 320 Hettich Zentrifugen. 
 
 Vortex VWR, VV3 
 
 Agitatore DYNAL Sample Mixer  
 
 pHmetro HANNA INSTRUMENTS HI 9219 
 
 HPLC-FL: High performance liquid chromatography (Jasco) 
 
 HPLC-MS: High performance liquid chromatography-mass spectrometry 
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3.3.1. HPLC-FL 
Nel presente studio è stato utilizzato lo strumento HPLC dotato di una pompa HPLC Jasco 
PU-980 con rivelatore fluorimetrico Jasco FP-1520, colonna Phenomenex Luna C18 di 
lunghezza 250 mm con diametro interno 4,6 mm, preceduta da una pre-colonna (Luna 
C18) con stessa fase stazionaria, degasatore a tre linee Jasco DG-980-50 valvole ternary 
gradient unit Jasco LG-980-02 e loop da 20µL. 
Il metodo analitico per la determinazione della FLU è stato sviluppato da precedenti studi 
presenti in letteratura (Narang et al., 1984; Obermeier et al., 1985) in parte modificati. 
Precisamente, lo strumento ha lavorato secondo eluizione isocratica, flusso da 1 mL/min, 
gain 1000, detector impostato a lunghezze d’onda di eccitazione λ: 323 nm ed emissione 
λ: 370 nm e corse cromatografiche da 8 min ciascuna. Lo strumento è stato interfacciato 
a un personal computer e le aree dei picchi, le integrazioni e le visualizzazioni dei 
cromatogrammi sono state ottenute attraverso il programma BORWIN JASCO. 
La fase mobile utilizzata per questo studio è stata determinata tramite l’utilizzo di due 
fasi in rapporto percentuale 60:40. 
Fase A (60 %) AcN.  
Fase B (40 %) Soluzione acquosa di AcONH4 20 mM pH 6,8. 
 
3.3.2. HPLC-MS 
La separazione cromatografica è stata eseguita con uno spettrofotometro Agilent 
Technologies (Santa Clara, CA, USA) 1290 sistema HPLC, equipaggiato con pompa ad 
alta pressione, autocampionatore e forno per colonna. Gli esperimenti MS sono stati 
sviluppati con un triplo quadrupolo di massa Biosystems/Sciex (Foster City, CA, USA) 
Api 4000, munito di una fonte di ionizzazione Turbo V elettrospray (ESI).  
I parametri principali sono stati:  
 Temperatura alla fonte 600°C,  
 Voltaggio di ionspray 5.5kV alla forma positiva dello ione (Ps)  
 Potenziale declustering 50 V in Ps  
 Intervallo di massa di 100/800 m/z. 
La corsa dell’HPLC-MS è stata condotta usando gli stessi parametri dell’HPLC-FL 
descritti nel paragrafo precedente (3.3.1.) 
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3.4. 1° Fase: Sviluppo e validazione del metodo analitico 
3.4.1. Determinazione e sviluppo del metodo analitico 
Per la determinazione del metodo sono stati preventivamente testati differenti standard 
interni, fasi mobili, pH e miscele di estrazione.  
Standard interno:  
1. Retigabina 
2. Metoclopramide 
3. Trazodone 
La prima scelta è stata la retigabina, la quale è stata valutata utilizzando due differenti 
fasi mobili a diversi pH 4, 5, 6, 6.8: 
 [H2O+HCOOH (200:1 v/v)]:AcN 40:60 v/v 
 AcONH4:AcN, in rapporto 40:60 v/v 
 
Come seconda scelta la metoclopramide è stata analizzata utilizzando la fase mobile 
AcONH4:AcN, in rapporto 40:60 v/v, a diversi pH 4, 5, 6, 6.8. 
Infine il trazodone è stato valutato adoperando la fase mobile AcONH4:AcN, in rapporto 
40:60 v/v, a differenti pH 4, 5, 6, 6.8. 
Per l’estrazione della flupirtina dal palsma sono state testate due differenti miscele: 
 Et2O:CH2Cl2  
 AcOEt:CH2Cl2.  
 
AcOEt:CH2Cl2 è stata esaminata in tre diversi rapporti v/v tra i due componenti 7:3, 3:7, 
3:2 v/v (Figura 10). 
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Figura 10: Sviluppo del metodo analitico  
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3.4.2. Metodo per la determinazione delle concentrazioni di analita nei 
campioni  
Questo studio è stato sviluppato secondo il metodo dello standard interno: il trazodone è 
stato scelto per affinità strutturali e chimico-fisiche in rapporto all’analita oltre che per 
migliori curve cromatografiche a tempi di ritenzione ridotti. 
Questo metodo è servito nel processo di estrazione della FLU, dove la percentuale dello 
standard interno trazodone (IS) è risultata equivalente alla percentuale estratta di FLU, e 
ciò ha determinato la possibilità di calcolare il recupero dell’analita attraverso determinati 
passaggi matematici: 
1° Determinazione del rapporto tra l’area del IS di ciascun campione e l’area della 
soluzione standard determinata per la costruzione della retta di taratura (3.2.2.). 
2° Determinazione del picco corrispondente al totale recupero di IS quindi di FLU, 
definito Real Area, attraverso il rapporto tra l’area dei picchi di FLU ricavati per ciascun 
campione e la percentuale del recupero del IS calcolato precedentemente. 
Il recupero si ricava mettendo in proporzione l’area del IS ricavato dal campione con 
l’area ricavata dalla soluzione standard usata per costruire la retta di taratura:  
Area IS sol. pura : 100 = Area IS campione : X 
X= percentuale di IS recuperato = percentuale di FLU recuperata.  
Se la percentuale risulta inferiore al 100% allora si calcola il valore di Real Area, cioè 
l’area del picco corrispondente al totale recupero di IS e quindi di FLU:  
Area FLU : %recuperata = X : 100 
Una volta calcolata l’area corrispondente al totale recupero di sostanza (Real Area), si 
procede al calcolo della concentrazione di FLU nei campioni. Inizialmente è stato messo 
in relazione il valore di Real Area con l’equazione che descrive la retta di taratura 
(Y=9980X+36800), ottenendo valori in ng/mL. 
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3.4.3. Processo di validazione del metodo 
In seguito allo sviluppo di un metodo analitico la determinazione della FLU è stata 
validata somministrando il farmaco Efiret ® (capsule rigide 100 mg, FLU maleato, Meda 
Pharma SpA Milano, Italia) per via orale a due cani sani. 
 
3.4.3.1. Sperimentazione animale 
Il protocollo di studio è stato approvato dal comitato etico dell’Università di Pisa 
(CEASA) e trasmesso al Ministero della Salute (protocollo # 001 4896). 
Per questo studio sono stati utilizzati due cani sani di razza mista di sesso femminile, alle 
quali è stata somministrata una dose di FLU (5mg/Kg) per via orale. 
Nello specifico, sono stati prelevati campioni di sangue dopo singola somministrazione 
orale di FLU. I cani sono stati tenuti a digiuno 12h prima della somministrazione del 
farmaco. Il dosaggio di FLU in rapporto al peso è stato ottenuto suddividendo le capsule 
rigide disponibili in commercio. È stato inserito un catetere nella vena giugulare sinistra 
per agevolare il prelievo di sangue (2 mL) ad intervalli di tempo regolari 0, 15, 30, 45 
min e 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10 e 24 h. Il sangue prelevato è stato immediatamente posto in tubi 
eparinizzati per evitare la coagulazione. I campioni di sangue sono stati centrifugati alla 
velocità di 2000xg per un tempo di 5 min per ottenere la separazione del plasma. Il plasma 
ottenuto è stato conservato nel freezer a -20°.  
3.4.3.2 Estrazione del campione 
I campioni di plasma, dopo averli scongelati a temperatura ambiente, sono stati estratti 
usando uno specifico processo di estrazione.  
In particolare, aliquote di campioni di plasma di cane (500 µL) sono state addizionate a 
100 µL di IS 100 µg/mL (IS 10 µg/mL) in tubi da 15 mL e poste in agitazione per 60 sec. 
Successivamente grazie all’utilizzo della palla di Peleo e di una pipetta sono stati 
addizionati 4 mL della miscela di estrazione per ogni tubo (AcOEt:CH2Cl2 70:30 v/v).I 
tubi così costituiti dopo averli vortexati per 60 sec e messi nel agitatore per 10 min (100 
osc/min), sono stati posti in centrifuga a 3000g per 10 min a 10 ° C. Tre mL di surnatante 
sono stati posti in provette pulite da 15 mL e sono stati portati a secco attraverso un flusso 
di azoto a temperatura costante. Una volta evaporata la fase organica, l’estratto, rimasto 
sulle pareti dei tubi, è stato ricostituito con 500 µL di fase mobile e vortexato per alcuni 
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minuti. In seguito all’estrazione della FLU dal plasma di cane, 20 µL di ciascun campione 
sono stati iniettati nell’HPLC-FL da cui sono state ottenute curve cromatografiche 
relative alla FLU e al suo IS. Oltre all’analisi dei campioni con HPLC-FL essi sono stati 
analizzati dal HPLC-MS, nel laboratorio del Dipartimento di Patologia Chirurgica, 
Medica, Molecolare dell’Area Critica dell’Università di Pisa, per ottenere un 
cromatogramma ionico della FLU e del suo IS. 
3.4.4. Validazione del metodo 
Per la validazione del metodo HPLC-FL sono state utilizzate le linee guida internazionali 
EMA sul metodo di convalida bioanalitico (Anonymus, 2011). 
ACCURATEZZA: è stata dimostrata iniettando il plasma di cani non trattati 
farmacologicamente (bianchi). 
VARIAZIONE INTRA-DAY E INTER-DAY: è stata determinata effettuando analisi 
ripetute dei campioni di controllo qualità (CQ) nello stesso giorno e in giorni differenti. 
RIPETIBILITÀ DEL METODO: è stata dimostrata confrontando i risultati derivanti 
dall’iniezione di tre campioni a tre concentrazioni diverse di FLU, per un numero totale 
di tre volte nello stesso giorno, nello stesso laboratorio, dallo stesso operatore, usando la 
stessa apparecchiatura e intervalli di tempo brevi. 
PRECISIONE INTERMEDIA: è stato eseguito lo stesso procedimento ma in intervalli di 
tempo lunghi (una volta al giorno per cinque giorni consecutivi). 
STABILITÀ A LUNGO TERMINE: è stata ottenuta confrontando le aree dei campioni 
CQ freschi con le aree dei campioni CQ aggiunti alla matrice organica e conservati a -
20°C per 14 giorni e per 2 mesi.  
RIPRODUCIBILITÀ DEL METODO: è stata dimostrata confrontando i risultati ottenuti 
nel laboratorio di farmacologia e tossicologia di San Piero a Grado con quelli ottenuti dal 
laboratorio del Dipartimento di Patologia Chirurgica, Medica, Molecolare dell’Area 
Critica dell’Università di Pisa analizzando gli stessi campioni con lo stesso metodo, da 
operatori diversi, utilizzando apparecchiature e intervalli di tempo diversi. 
SPECIFICITÀ DEL METODO: è stata valutata confrontando i cromatogrammi ottenuti 
iniettando il plasma di cane non soggetto ad alcun trattamento farmacologico (bianco) 
con quelli ottenuti iniettando il plasma di cane nel quale sono state aggiunte 
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concentrazioni note di analita e tenuti a 37° per 30 min (metodo delle aggiunte) e quelli 
ottenuti analizzando i campioni di plasma di cani soggetti a trattamento farmacologico 
con Efiret ®. 
LOD e LOQ: la più bassa concentrazione di analita che può essere rilevata ma non 
quantificata (LOD) e la più bassa concentrazione di analita che può essere rilevata e 
quantificata (LOQ) sono state calcolate determinando il rapporto segnale-rumore ottenuto 
confrontando i segnali misurati su campioni contenenti concentrazioni note di FLU con 
quelle di campioni bianchi. In particolare il valore di concentrazione corrispondente al 
segnale più basso misurabile sul campione con la certezza che questo segnale non possa 
essere scambiato per il segnale del bianco dovuto al rumore di fondo (LOD) è stato 
calcolato nel modo seguente:  
LOD (segnale) = valore medio dei bianchi + 3 volte la deviazione standard dei bianchi. 
Il valore di concentrazione corrispondente al segnale misurabile sul campione a partire 
dal quale si può ragionevolmente cominciare a quantificare la concentrazione del 
campione stesso (LOQ) è stato calcolato nel modo seguente: 
LOQ (segnale) = valore medio dei bianchi +10 volte la deviazione standard dei bianchi. 
LINEARITÀ DEL METODO: l’abilità di dare risultati che sono direttamente 
proporzionali alla concentrazione dell’analita nei campioni all’interno di un determinato 
campo di validità. È stata dimostrata iniettando in HPLC-FL soluzioni dell’analita a sei 
concentrazioni note. 
Dall’area dei picchi corrispondenti è stata costruita la curva di calibrazione. La linearità 
è stata verificata attraverso il calcolo del coefficiente di correlazione della curva di 
taratura eseguita (r2). 
Il range lineare è stato valutato determinando l'intervallo di concentrazione nel quale il 
segnale varia linearmente con la concentrazione (area proporzionale alla concentrazione).  
LA ROBUSTEZZA: è stata valutata evidenziando i parametri critici del metodo analitico 
come pH, temperatura, concentrazione, volatilità, stabilità in soluzione dell’analita, 
tempo di estrazione, composizione della miscela di estrazione, variazione della 
composizione di fase mobile, variazione della velocità del flusso e il tipo di colonna. 
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3.5. 2° Fase: Sperimentazione animale  
Successivamente allo sviluppo e alla validazione del metodo analitico per la 
determinazione della FLU, è stato determinato un profilo farmacocinetico in due 
differenti specie animali. 
3.5.1. Sperimentazione animale nel cane 
Il protocollo di studio è stato approvato dal Animal Welfare Committee of the University 
of Lublin (Poland) (autorizzzione # 62014). 
In questo studio sono stati utilizzati 6 cani adulti di razza Labrador, 5 femmine e 1 
maschio, di età compresa tra 3 e 6 anni e con un peso corporeo in un range di 34-40 Kg. 
I cani sono stati sottoposti a diverse analisi cliniche per testarne lo stato di salute. Gli 
animali sono stati controllati giornalmente da personale specializzato per osservare 
eventuali effetti avversi (fino a una settimana dopo il completamento dell’esperimento). 
Due settimane dopo la fine dello studio i cani sono stati sottoposti a un controllo sanitario 
per osservare se ci fossero anomalie fisiche o comportamentali. 
I cani sono stati suddivisi in modo casuale in 4 gruppi (gruppo A, n=2; gruppo B n=2; 
gruppo C, n=1 e gruppo D, n=1): utilizzando la tecnica del sorteggio (6 foglietti di carta 
contrassegnati con i numeri da 1 a 6). Il farmaco è stato somministrato utilizzando 3 vie 
di somministrazione diverse (via intravenosa, IV; via orale, PO; via rettale, RC) e 2 
formulazioni della somministrazione orale (a rilascio immediato, IR; a rilascio 
prolungato, PR). I trattamenti sono stati realizzati secondo la teoria del quadrato latino 
4x4 utilizzando un disegno cross-over aperto (Tabella 3). Tutti i cani sono stati tenuti a 
digiuno fino a 10h prima della somministrazione del farmaco. 
 
Tabella 3: Trattamento nei cani effettuato secondo la teoria del quadrato latino 4X4- 
Somministrazione di FLU per via intravenosa (IV) per via orale con formulazione a 
rilascio immediato (POIR), per via orale con formulazione a rilascio prolungato 
(POPR) e per via rettale (RC) 
GRUPPI A (n=2) B (n=2) C (n=1) D (n=1)
Trattamento 1 IV POIR POPR RC
Trattamento 2 POIR POPR RC IV
Trattamento 3 POPR RC IV POIR
Trattamento 4 RC IV POIR POPR
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Durante il primo trattamento, ogni cane del gruppo A ha ricevuto una singola dose IV di 
FLU 5 mg/kg (Katadolon ® 100 mg/3 flaconi mL, FLU gluconato AWD Pharma, 
Radebeul, Germany) iniettata nella vena giugulare sinistra con l’ausilio di un catetere a 
una velocità di iniezione di 1mL/min.  
Il gruppo B ha ricevuto lo stesso dosaggio per via PO a rilascio immediato, IR (Efiret ® 
100 mg capsule rigide, FLU maleato, Meda Pharma SpA Milano, Italia). Tutte le dosi 
sono state preparate pesando e suddividendo il farmaco commercializzato in base al peso 
dell’animale. 
Al gruppo C è stata somministrata la FLU a 200 mg/soggetto come formulazione a 
rilascio prolungato (POPR) per via orale. (Katadolon ® PR 400 mg compresse a rilascio 
prolungato, FLU maleato, AWD Pharma, Radebeul, Germania). La compressa PR è stata 
suddivisa manualmente secondo la sua incisione. 
Infine il gruppo D ha ricevuto la FLU a 5 mg/kg secondo somministrazione RC 
(Katadolon ® Zäpfchen, 150 mg supposte, FLU maleato, AWD Pharma, Radebeul, 
Germania). Le supposte sono state immerse in acqua fredda 30 minuti prima dell'utilizzo 
per facilitarne la suddivisione. I cani sono stati alloggiati in gabbie individuali e tenuti 
sotto controllo per accettarsi di non aver perdite di farmaco con le feci prima 
dell’assorbimento del farmaco stesso. La supposta è stata somministrata mentre i cani 
erano in posizione prona. 
In seguito al primo trattamento il periodo di wash out è stato di 1 settimana. 
Successivamente, i gruppi sono stati ruotati e la procedura è stata ripetuta a i 4 gruppi per 
tutti i trattamenti. Alla fine dell’esperimento tutti gli animali hanno ricevuto il farmaco 
nelle diverse vie di somministrazione e formulazione. 
Per facilitare il prelievo di sangue, 30 minuti prima dell'inizio dello studio, è stata inserita 
nella vena safena una cannula morbida calibro 18 (Vasofix Braunule, Luer Lock, BBraun 
Melsungen AG , 34209 Germania). I campioni di sangue (2 mL) sono stati raccolti a 5, 
15, 30, 45 min, e 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 36 h dopo la somministrazione di FLU e posti 
in tubi eparinizzati. I campioni sono stati immediatamente centrifugati a 2000 g (10 min), 
e il plasma raccolto è stato conservato a -20 ° C fino al momento dell'utilizzo, entro 30 
giorni dalla raccolta. 
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3.5.2. Sperimentazione animale nel gatto 
Il protocollo di studio è stato approvato dal Animal Welfare Committee of the University 
of Lublin (Poland). La cura e la gestione degli animali è stata effettuata in base alla 
disposizione del consiglio direttivo 86/609 CEE, CE e secondo le direttive emanate dal 
“Institutional Animal Care and Use”. 
Per questo studio sono stati utilizzati 6 gatti di razza mista precisamente 3 maschi e 3 
femmine con un peso corporeo in un range di 2,9 - 5,2 kg. Gli animali sono stati controllati 
giornalmente da personale specializzato per osservare eventuali effetti avversi visibili 
fino a una settimana dopo il completamento dell’esperimento.  
I gatti sono stati suddivisi in modo casuale in 2 gruppi (gruppo A, n=3; gruppo B n=3) 
utilizzando la tecnica del sorteggio (6 foglietti di carta contrassegnati con i numeri da 1 a 
6). È stato somministrato il farmaco utilizzando 2 vie di somministrazione diverse (via 
intravenosa, IV; via orale, PO). I trattamenti sono stati realizzati secondo la teoria del 
quadrato latino 2x2 utilizzando un disegno cross-over aperto (Tabella 4) 
 
Tabella 4: Trattamento effettuato nei gatti secondo la teoria del quadrato latino 2x2. Somministrazione di 
FLU per via orale (PO) e per via intravenosa (IV) 
I gatti sono stati tenuti a digiuno fino a 12 h prima del trattamento. Durante il primo 
trattamento ogni gatto del gruppo A ha ricevuto una singola dose per IV di 5 mg/kg di 
FLU (Katadolon ® 100 mg/3 flaconi mL, FLU maleato AWD Pharma, Radebeul, 
Germany) iniettata nella vena giugulare sinistra con l’ausilio di un catetere. 
Il gruppo B ha ricevuto la stessa dose per via PO (Efiret ® 100 mg capsule rigide, FLU 
maleato, Meda Pharma SpA Milano, Italia). Tutte le dosi sono state preparate pesando e 
suddividendo il farmaco commercializzato in base al peso dell’animale. 
In seguito al primo trattamento il periodo di wash out è stato di 1 settimana. 
Successivamente, i gruppi sono stati ruotati e la procedura è stata ripetuta. Alla fine 
dell’esperimento tutti gli animali hanno ricevuto il farmaco nelle due vie di 
somministrazione. 
GRUPPI A (n=3) B (n=3)
Trattamento 1 PO IV
Trattamento 2 IV PO
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Per facilitare il prelievo di sangue, 30 minuti prima dell'inizio dello studio, è stata inserita 
nella vena safena un catetere. I campioni di sangue (2 mL) sono stati raccolti a 5, 15, 30, 
45 min, e 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 24 e 36 h dopo la somministrazione di FLU e posti in tubi 
eparinizzati. I campioni sono stati immediatamente centrifugati a 2000xg per un tempo 
di 10 min, e il plasma raccolto è stato conservato a -20 ° C fino al momento dell'utilizzo, 
entro 30 giorni dalla raccolta. 
 
3.6. 3° Fase: Analisi dei campioni e integrazione dei dati 
L’ultima fase di questo studio riguarda l’analisi dei campioni di sangue ottenuti dalla 
sperimentazione animale. 
3.6.1. Analisi dei campioni 
Le provette eparinizzate, contenenti il sangue di cane o gatto sono state immediatamente 
portate in laboratorio e centrifugate alla velocità di 2000xg per un tempo di 5 min al fine 
di ottenere la separazione del plasma. 
Il plasma ottenuto per ciascun animale e per ogni via di somministrazione studiata, è stato 
prelevato, immesso in eppendorf e riposto nel congelatore alla temperatura di -20°C, per 
la conservazione dei campioni. 
In seguito è stata applicata la metodica di estrazione precedentemente descritta nel 
paragrafo 3.4.3.2. (Figura 11). 
3.6.2. Integrazione dei dati 
L’ultima fase prevede l’analisi dei campioni estratti attraverso lo strumento HPLC in cui 
sono stati iniettati 20 µL di campione e da cui sono stati ricavati cromatogrammi relativi 
all’analita ed al suo IS. Attraverso queste curve sono state determinate le aree dei picchi 
e successivamente la concentrazione di analita. Questi dati sono stati analizzati attraverso 
il programma Winnonlin ver 5.3-1, al fine di ottenere parametri farmacocinetici 
rappresentativi di un modello no-compartimentale o di un modello mono o bi-
compartimentale. 
3.6.3. Analisi statistica 
I parametri farmacocinetici sono stati valutati usando per i cani il test t di Student, invece 
per i gatti il test Anova, per valutare le differenze statisticamente significative tra i diversi 
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trattamenti. I parametri farmacocinetici e le concentrazioni plasmatiche di FLU sono 
presentati come media ± deviazione standard (test di normalità Shapiro-Wilk). Ciascuna 
analisi è stata condotta usando GraphPad Instat (Software). In tutti gli esperimenti le 
differenze sono state considerate significative se inferiori a P<0.05. 
 
Figura 11: Processo di estrazione schematizzato
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4.1 Validazione del metodo 
4.1.1. Retta di taratura  
Alle condizioni ottimali per il metodo applicato è stato possibile ottenere la retta di 
taratura della FLU caratterizzata dall’analisi di 5 concentrazioni determinate in 
laboratorio (Figura 12). 
 
Figura12: Retta di taratura della FLU 
Il coefficiente di correlazione ha mostrato un’eccellente linearità, r2=0.98. 
4.1.2. Determinazione e sviluppo del metodo analitico 
Il metodo analitico per la determinazione della FLU è stato sviluppato a partire da 
precedenti studi presenti in letteratura (Narang et al., 1984; Obermeier et al., 1985) in 
parte modificati. 
In particolare, in letteratura sono presenti diversi studi riguardanti la determinazione della 
FLU secondo il metodo dello standard interno. Nel presente studio sono stati valutati 
come possibili standard la retigabina, la metoclopramide e il trazodone. Tutti e tre i 
composti sono stati scelti per le caratteristiche chimico-fisiche simili all’analita. 
Due fasi mobili ed il primo standard interno retigabina sono state testate: 
 H2O+HCOOH [200:1 v/v]:ACN, 40:60 v/v  
 AcONH4: ACN, 40:60 v/v 
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Inizialmente è stata valutata la fase mobile H2O+HCOOH [200:1 v/v]:ACN, 40:60 v/v 
caratterizzata da tempi di ritenzione della FLU e della retigabina molto brevi che non 
permettevano la separazione dei rispettivi picchi cromatografici con le interferenze della 
matrice. 
La fase mobile AcONH4:ACN, 40:60 v/v e flusso di 1,0 mL/min è stata scelta perché 
forniva una separazione ottimale tra i picchi della FLU e le interferenze della matrice, 
mentre i picchi cromatografici della FLU e della retigabina risultarono essere 
parzialmente sovrapposti, non permettendo una completa determinazione delle aree dei 
picchi. Successivamente, la fase mobile è stata testata a differenti pH (4, 5, 6, 6.8) per 
ottimizzare la separazione cromatografica. È stato osservato che i tempi di ritenzione sia 
della FLU che della retigabina erano insensibile alle variazioni di pH. 
In seguito, la stessa fase mobile è stata testata utilizzando il secondo standard interno 
metocloprammide, caratterizzato da picchi ben distinti e separati dalla FLU ma ottenuti a 
tempi di ritenzione parzialmente sovrapponibili ai picchi delle impurezze. 
Infine è stato valutato il trazodone con le medesime condizioni analitiche (fase mobile, 
flusso e pH). Questo è risultato essere il migliore candidato in quanto caratterizzato da 
una risoluzione eccellente, tempi di ritenzione ottimali (5.8±0.2 min) e picchi ben distinti 
e separati sia dal picco della FLU sia dalle interferenze della matrice. 
Il trazodone, scelto come standard interno (IS), ha mostrato una certa influenza verso i 
diversi pH (Figura 13): 
 pH 4: tempi di ritenzione di 2.9 min, parzialmente sovrapposti ai picchi della 
matrice 
 pH 5: i due picchi del IS e della FLU sono risultati quasi completamente 
sovrapposti 
 pH 6: slargamento dei picchi della FLU e del suo IS 
 pH 6.8: i cromatogrammi mostravano la migliore separazione tra i picchi della 
FLU, del IS e dell’interferenze della matrice 
Queste condizioni analitiche sono state un ottimo compromesso in termini di sensibilità, 
separazione dei picchi e della contro-pressione (125 bar). 
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Figura 13. Effetto del pH sul tempo di ritenzione della FLU (colonna piena)  
e dell’IS (colonna vuota) 
 
Il processo di estrazione della FLU da plasma di cane è stato sviluppato prendendo in 
considerazione due miscele di estrazione:  
 Et2O:CH2Cl2  
 AcOEt: CH2Cl2.  
 
I solventi AcOEt e CH2Cl2 sono stati selezionati come solventi organici più adatti per 
l’estrazione dell’analita, caratterizzati da valori di recupero nettamente più elevati rispetto 
alla prima miscela di estrazione. Inoltre la miscela AcOEt:CH2Cl2 è stata valutata 
utilizzando differenti rapporti v/v delle due componenti (7:3, 3:7, 3:2, v/v) per valutare il 
miglior recupero e la miglior selettività della FLU e del IS. I valori di recupero % ottenuti 
sono mostrati nella tabella 5. La miscela di estrazione AcOEt:CH2Cl2, 7:3 v/v ha mostrato 
il miglior recupero per la FLU (79.30±13.76%) e per l’IS (69.97±11.39%). 
 
Tabella 5: Miscele di estrazione  
10 ng/mL 50 ng/mL 100 ng/mL 10 ng/mL
 AcOEt : CH₂Cl₂ 7:3 79.30±13.76 75.70±4.54 69.97±11.39 67.41±9.82
 AcOEt : CH₂Cl₂ 3:7 37.06±12.12 32.07±4.60 41.27±3.28 30.11±7.22
 AcOEt : CH₂Cl₂ 3:2 61.97±1.69 68.69±9.36 55.84±4.27 52.80±11.97
FLU IS
RECUPERO %
Miscele di estrazione  v/v
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4.1.3. Applicabilità del metodo 
In seguito alla somministrazione PO di FLU (5mg/Kg Eferit®) è stato possibile affermare 
che i cani trattati non hanno evidenziato nessun tipo di effetto collaterale ascrivibile al 
farmaco sia durante la sperimentazione stessa sia nella settimana successiva al 
trattamento, dove gli animali sono stati costantemente monitorati da personale 
specializzato.  
4.1.4. Curve cromatografiche 
4.1.4.1. HPLC-FL 
Lo strumento HPLC-FL ha permesso di determinare cromatogrammi specifici per ciascun 
campione analizzato, al fine di effettuare analisi di tipo qualitativo e quantitativo per la 
determinazione della FLU in plasma di cane. 
Come si può osservare dalla figura 14, inizialmente sono stati determinati cromatogrammi 
relativi all’iniezione di campioni di plasma privo di analita e di IS (bianco), caratterizzati 
dalla presenza di un insieme di picchi individuati in un range di tempo di ritenzione fino 
a 8 min. 
 
Figura 14: Curva cromatografica relativa al plasma di cane non trattato (bianco) 
Successivamente sono state determinate curve cromatografiche di FLU e di IS a 
concentrazioni note aggiunte al plasma di cane (bianco). Queste sono state caratterizzate 
da due picchi ben distinti e separati tra di loro e distanti dalle interferenze relative alla 
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matrice. Il tempo di ritenzione della FLU è stato di 4.6±0.2 min e dello IS di 5.8±0.2 min 
(Figura 15) 
 
Figura 15: Curve cromatografiche di FLU e IS a concentrazioni note (50 ng/mL FLU, 10 µg/mL IS) 
aggiunte a plasma di cane (bianco) 
Infine sono stati ottenuti cromatogrammi relativi a ciascun campione (Figura 16), 
determinati attraverso corse cromatografiche da 8 min ciascuna, anche in questo caso da 
due picchi ben separati tra di loro relativi alla FLU e al suo IS e individuati a tempi di 
ritenzione analoghi a quelli riscontrati nei cromatogrammi dei campioni a concentrazione 
nota. 
 
Figura 16: Curva cromatografica di un campione di plasma di cane 6h dopo il trattamento PO di 
FLU (5 mg/Kg)  
Impurità 
IS 
FLU 
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4.1.4.2. HPLC-MS 
Lo strumento HPLC-MS ha permesso di confermare la selettività del metodo tramite 
l’analisi dei campioni di plasma raccolti da cani trattati. È stato rilevato dalle acquisizioni 
di scansione completa in modalità ioni positivi che nessun composto co-eluisce con 
l’analita di interesse. I cromatogrammi ottenuti attraverso HPLC-MS mostravano una 
buona corrispondenza con il cromatogramma HPLC-FL. I tempi di ritenzione sia della 
FLU e dell’IS non sono stati sostanzialmente modificati: 4.70 ± 0.2 min per la FLU e 5.85 
± 0.3 min per l’IS (Figura 17). 
 
Figura 17: Cromatogramma HPLC-MS 
Inoltre, spettri di massa in modalità ioni positivi hanno mostrato un solo ione significativo 
a 305.2 m/Z (372 m/Z per l’IS [dato non mostrato]) (Da), confermando che la FLU è 
l'unico composto responsabile dei picchi a 4.70 min (Figura 18). 
 
Figura 18: Spettro di massa in modalità ione positivo di un campione di plasma di cane trattato con 
5mg/kg FLU raccolto a 1 h dopo il trattamento  
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4.1.5. Validazione del metodo 
Come accennato precedentemente, per la validazione del metodo HPLC-FL è stata 
utilizzata la linea guida dell’EMA (Anonymus, 2011) attraverso la quale sono stati 
determinati alcuni valori specifici relativi al metodo utilizzato (Tabella 6): 
 Accuratezza e precisione: 94.14% 
 Metodo ripetibile (intra-day): in quanto i risultati derivanti dall’iniezione di 5 
campioni di FLU hanno dato valori percentuali di CV% di 3.7-4.1% 
 Precisione intermedia (inter-day): è stata valutata la quantizzazione della FLU nei 
campioni in 3 giorni diversi (0.6-4.8%) 
 Stabilità a lungo termine: è stata dimostrata effettuando tre cicli di gelo-disgelo 
dei campioni di plasma (CV% <5%) 
 Riproducibilità del metodo: in quanto gli stessi campioni (n= 3) analizzati in due 
laboratori differenti hanno dato una differenza quantitativa massima del 7.2% 
 Specificità del metodo: poiché non esistono interferenze derivanti dalla matrice ai 
tempi di ritenzione della FLU e del IS rispettivamente 4.6±0.2 e 5.8±0.2 min. 
 Il limite di quantificazione è valutato di LOQ=10 ng/mL e il limite di 
determinazione di LOD=3 ng/mL 
 Linearità del metodo: nel range di 10-1000 ng/mL 
 
 
Tabella 6: Sintesi dei dati della validazione del metodo analitico per la determinazione della FLU 
  
Accuratezza
Precisione
Inter-day
Intra-day
LOQ
LOD
Linearità
Equazione della retta di taratura
Coefficiente di correlazione r²
94.14%
PROPRIETA' FLU
3 ng/mL
10-1000 ng/mL
Y=9980X-36800
0.980±0.0594
94.14%
0.6-4.8%
3.7-4.1 %
10 ng/mL
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4.1.6. Farmacocinetica dello studio pilota  
Lo sviluppo di un metodo analitico per la determinazione della FLU ha permesso il 
monitoraggio della concentrazione dell’analita nel plasma di cane (applicabilità del 
metodo).  
La figura 19 mostra le concentrazioni medie di FLU in plasma di cane messe in relazione 
al tempo. Quest’andamento dato dalle curve concentrazione-tempo è stato ulteriormente 
studiato attraverso il programma Winnonlin ver 5.3.1 per la determinazione di un modello 
di riferimento e di parametri farmacocinetici esplicativi dei grafici ottenuti. 
 
 
Figura 19: Andamento medio concentrazione-tempo della FLU in cani (n=2) dopo singola 
somministrazione PO 5 mg/kg di Efiret ® 
 
Precisamente la cinetica della FLU è stata descritta adeguatamente attraverso un modello 
di tipo non-compartimentale (Tabella 7). 
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Tabella 7: Parametri farmacocinetici medi di una singola dose PO (5mg/kg) somministrata in due 
cani adulti. 
R2, Coefficiente di correlazione; λz, costante di velocità associata alla fase terminale; T½λZ, emivita 
della fase di eliminazione; Tmax, tempo al picco; Cmax, concentrazione plasmatica massima; AUC 
0-∞, area sotto la curva concentrazione-tempo estrapolazione all'infinito; CL/F, clearance 
apparente; Vd/F, volume apparente di distribuzione; MRT, tempo medio di permanenza 
  
Media ± SD
R
2
0.06875 0.01
λZ 1/h 00.09 0.03
T1/2 λZ h 0.325 2.10
Tmax h 0.09375 0.35
Cmax µg/mL 0.05902 0.22
AUC0-∞ h*µg/mL 4.1 0.29
Vd/F mL/kg 13066.55 2767.52
CL/F mL/h/kg 1222.83 86.89
MRT h 8.5 2.62
Parametri Unità di misura
PO 5 mg/Kg (n=2)
R
isu
ltati 
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4.2. Sperimetazione animale 
4.2.1. Sperimentazione animale nel cane 
I trattamenti effettuati nei 4 gruppi di animali sono state: la somministrazione PO a 
rilascio immediato (POIR) di FLU (5 mg/Kg Eferit ®), la somministrazione PO a rilascio 
prolungato (POPR) (200 mg/soggetto Katadolon ®), la somministrazione rettale (RC) (5 
mg/kg Katadolon ®) e la somministrazione endovenosa (IV) (5 mg/kg Katadolon ®).  
A seguito della somministrazione IV tutti i cani hanno evidenziato alcuni effetti collaterali 
tra cui tremore, aumentata salivazione e vomito, mentre nessun effetto avverso è stato 
evidenziato a seguito delle altre vie di somministrazione. 
4.2.1.1. Profilo farmacocinetico nel cane 
Le concentrazioni di FLU calcolate per ciascun cane e per ogni via di somministrazione 
sperimentata, sono state messe in relazione al tempo attraverso l’utilizzo di grafici in scala 
semi-logaritmica (Figura 20). 
Questo andamento dato dalle curve concentrazione-tempo è stato analizzato attraverso il 
programma Winnonlin ver 5.3.1 per la determinazione di un modello di riferimento e di 
parametri farmacocinetici esplicativi dei grafici ottenuti. 
Precisamente per tutte e quattro le vie di somministrazione la cinetica della FLU è stata 
descritta adeguatamente attraverso un modello di tipo non-compartimentale. 
In figura 20 sono riportate le curve concentrazioni-tempo in scala logaritmica delle 
quattro vie di somministrazione nei cani.  
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Figura 20 A-F: Curve concentrazione vs tempo in scala semilogaritmica calcolate per ciascun cane (A-F) e per ogni via di somministrazione: IV (-○-), 
POIR (-●-), RC (-◊-) (5 mg/Kg) e POPR (--) (200 mg/soggetto)  
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Da un’analisi più approfondita è stato riscontrato che la somministrazione IV di FLU è 
stata caratterizzata da concentrazioni elevate, ed è rimasta visibile nel plasma fino a 36 h 
dopo la somministrazione. Dopo le 48 h, le concentrazioni di farmaco sono scese sotto il 
LOQ del metodo. 
Le concentrazioni plasmatiche di FLU, dopo la somministrazione PO (sia per la 
formulazione IR e sia per quella PR), sono risultate inferiori rispetto alla 
somministrazione IV, ma rilevabili nello stesso intervallo di tempo. È stato riscontrato un 
andamento simile per le due differenti formulazioni orali. Nello specifico, la Cmax dopo 
POIR e POPR sono risultate rispettivamente essere di 1549.6±916.3 ng/mL e 
1256.1±353.0 ng/mL ottenute ad un Tmax rispettivamente di 1.42±0.58 h. e 2.17±0.93 h. 
Infine anche i valori di biodiponibilità (F%) delle due diverse formulazioni sono risultati 
similari dove la F% POIR è stata calcolata del 41.93±8.47% mentre la F% POPR del 
36.78±8.44%. 
La Cmax più bassa è stata raggiunta dopo somministrazione RC (635.3±266.5 ng/mL) 
ottenuta ad un Tmax di 2.17±0.93 h. e una F% RC del 29.43±8.84 %. 
La fase terminale delle curve farmacocinetiche per tutti i trattamenti ha mostrato una fase 
di eliminazione simile. I T1/2λZ non hanno mostrato differenze significative tra i gruppi 
di trattamenti così come i valori del volume di distribuzione (Vd) e della clearance (CL) 
non sono risultati significativamente differenti nei quattro trattamenti, dopo la 
normalizzazione per i loro valori di F%. 
Nella tabella 8 sono riportati i parametri farmacocinetici medi relative alle differenti vie 
di somministrazione e formulazioni. 
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Tabella 8: Parametri farmacocinetici medi di una singola dose di FLU somministrata a 5mg/Kg per via IV, POIR e RC e 200 mg/soggetto per via POPR nei cani (n=6). 
R2, coefficiente di correlazione; λz, costante di velocità associata alla fase terminale; T½λZ, emivita della fase di eliminazione; Tmax, tempo al picco; Cmax, concentrazione 
plasmatica massima; AUC 0-∞, area sotto la curva concentrazione-tempo estrapolazione all'infinito; Vd/F, volume apparente di distribuzione; CL/F, clearance apparente, 
AUMC 0-∞, area sotto la curva al primo momento, MRT, tempo medio di permanenza; F%, biodisponibilità. *Questo valore nella somministrazione IV è Vd. ** Questo 
valore nella somministrazione IV è CL. 
 
Media SD Media SD Media SD Media SD
R² 0.98 ± 0.03 0.98 ± 0.01 0.99 ± 0.01 0.99 ± 0.01
λZ 1/h 0.11 ± 0.02 0.1 ± 0.03 0.1 ± 0.01 0.09 ± 0.02
T½ λZ h 6.2 ± 0.88 7.49 ± 1.97 7.08 ± 0.82 7.78 ± 1.98
Tmax h / / 1.42 ± 0.58 2.17 ± 0.93 2.17 ± 0.93
Cmax ng/mL / / 1549.67 ± 916.36 1256.19 ± 353.04 635.34 ± 266.46
AUC0-∞ (h)ng/mL 23614 ± 9122 10084 ± 4676 9885 ± 5244 7314 ± 4790
Vd/F* mL/Kg 2089 ± 646 6633 ± 4226 7390 ± 4043 9464 ± 4157
CL/F ** mL/h/Kg 240.46 ± 90.25 604.6 ± 289.98 721.19 ± 388.17 921.25 ± 513.18
AUMC0-∞ (h)²ng/mL 102861 ± 54136 84654 ± 42011 88222 ± 58959 87045 ± 89557
MRT h 6.18 ± 1.07 8.45 ± 1.69 8.38 ± 1.28 10.28 ± 3.18
F% % / / 41.93 ± 8.47 36.78 ± 8.44 29.43 ± 8.84
RC
Parametri Unità di misura
IV POIR POPR
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4.2.2. Sperimentazione animale nel gatto 
Nessun gatto in seguito al trattamento con FLU attraverso la somministrazione IV 
(5mg/kg Katadolon ®) e PO (5 mg/Kg Efiret ®) ha manifestato effetti collaterali ascrivibili 
al farmaco. 
4.2.2.1. Curve cromatografiche 
Lo strumento HPLC-FL ha permesso di determinare cromatogrammi specifici per ciascun 
campione analizzato, caratterizzati da due picchi ben separati tra di loro relativi alla FLU 
e al suo IS e individuati a tempi di ritenzione analoghi a quelli riscontrati nei 
cromatogrammi dei campioni utilizzati per la validazione del metodo (Figura 21). 
 
Figura 21 Curva cromatografica di un campione di plasma di gatto 24 h dopo il trattamento IV di FLU 
(5mg/Kg) 
4.2.2.2. Profilo farmacocinetico nel gatto 
Le concentrazioni di FLU calcolate per ciascun gatto e per ogni via di somministrazione 
sperimentata, sono state messe in relazione al tempo attraverso l’utilizzo di grafici in scala 
logaritmica. 
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Questo andamento dato dalle curve concentrazione-tempo è stato ulteriormente studiato 
attraverso il programma Winnonlin ver 5.3.1 per la determinazione di un modello di 
riferimento e di parametri farmacocinetici esplicativi dei grafici ottenuti. 
Precisamente per entrambe le vie di somministrazione la cinetica della FLU è stata 
descritta adeguatamente attraverso un modello di tipo bi-compartimentale. 
La figura 22 riporta la curva semilogaritmica media concentrazione-tempo dopo 
somministrazione PO e IV nei gatti. 
La concentrazione plasmatica di FLU dopo somministrazione IV è risultata essere 
elevata, soprattutto per quanto riguarda i campioni di plasma immediatamente successivi 
alla somministrazione, ed è stata rilevabile fino a 36 h dopo la somministrazione. Dopo 
le 48 h, le concentrazioni di farmaco sono scese sotto il LOQ del metodo. 
A seguito della somministrazione PO, la concentrazione plasmatica di FLU era inferiore 
rispetto alla somministrazione IV, ma rilevabile nello stesso intervallo di tempo. La Cmax 
di 2460 ng/mL è stata ottenuta a Tmax di 2.78 h. La biodisponibilità orale (F%) è stata 
calcolata del 39.3±9.7%. 
 
Figura 22: Andamento medio concentrazione-tempo della FLU nei gatti (n=6) dopo somministrazione 
PO (- ● -) e IV (- ○ -) a 5 mg/Kg 
La fase terminale di entrambe le curve farmacocinetiche hanno mostrato un andamento 
similare nella fase di eliminazione. I valori di (Beta-HL) per entrambe le vie di 
somministrazione sono risultate similari. Non sono state individuate significative 
differenze nei valori farmacocinetici relativi ai diversi sessi dei 6 gatti utilizzati nella 
sperimentazione (P=0.12).  
I parametri farmacocinetici completi sono riportati in Tabella 9. 
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Tabella 9: Parametri farmacocinetici medi di una singola dose di FLU somministrata a 5mg/Kg per via 
IV e PO in gatti (n=6). 
AUC, area sotto la curva concentrazione-tempo; Tmax, tempo al picco; Cmax, concentrazione plasmatica 
massima; K01, velocità di assorbimento; K10, velocità di eliminazione dal compartimento 1; K12,velicitò 
di spostamento dal compartimento 1 al 2; K21, velocità di spostamento dal compartimento 2 al 1; K01-
HL, emivita della fase di assorbimento; K10-HL,emivita della fase di eliminazione; Alpha-HL, emivita di 
distribuzione; Beta-HL, emivita di eliminazione; Alpha, costante di associazione della velocità di 
distribuzione; Beta, costante di associazione della velocità di eliminazione; A, intercetta per la fase di 
distribuzione; B, intercetta per la fase di eliminazione; CL, clearance; V1, volume del compartimento 1; 
V2, volume del compartimento 2; F%, biodisponibilità 
 
Media  ±  SD Media  ± SD
AUC (h)ng/mL 77299  ± 14908 27856  ± 9719
Cmax ng/mL / / 2460  ± 453
Tmax h / / 2.78  ± 0.77
K01 1/h / / 1.66  ± 1.11
K10 1/h 0.36  ± 0.11 0.12  ± 0.03
K12 1/h 1.64  ± 1.09 0.07  ± 0.13
K21 1/h 0.41  ± 0.15 0.2  ± 0.17
K01-HL h / / 1.57  ± 0.38
K10-HL h 2.32  ± 0.99 3.42  ± 1.38
Alpha 1/hr 2.13  ± 1.07 0.41  ± 0.19
Beta 1/h 0.063  ± 0.015 0.044  ± 0.023
Alpha-HL h 0.42  ± 0.25 3.09  ± 1.94
Beta-HL h 11.31  ± 2.24 13.67  ± 4.43
A ng/mL 22314  ± 10632 / /
B ng/mL 4292  ± 1447 / /
CL mL/h/kg 45.09  ± 28.01 195  ± 55.04
V1 mL/kg 0.000201  ± 0.000078 0.00156  ± 0.00047
V2 mL/kg 467.1  ± 463.5 1798  ± 845
F% % / / 39.3  ± 9.7
Parametri Unità di misura
IV PO
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La FLU è un farmaco analgesico non-oppioide ad azione centrale commercializzato in 
numerosi paesi europei per il trattamento di una vasta gamma degli stati di dolore 
nell'uomo (Devulder, 2010). I benefici terapeutici della FLU osservati in medicina umana 
si riferiscono alle sue proprietà farmacologiche uniche che determinano sia un’azione 
analgesica sia un’azione muscolo rilassante, neuroprotettiva ed anti apoptotica (Harish et 
al., 2012). Recentemente è stato analizzato il suo potenziale utilizzo anche in medicina 
veterinaria come possibile farmaco off-label da utilizzare nella pratica clinica (Giorgi & 
Owen, 2012). 
In letteratura, studi preclinici sul dolore elettrostimolato nei topi, hanno dimostrato che la 
potenza della FLU è comparabile a quella della pentazocina e addirittura maggiore del 
paracetamolo (Nickel, 1987). A seguito della stimolazione della polpa del dente in 
conigli, la FLU ha mostrato il suo massimo effetto a 10 min, suggerendo un azione 
analgesica di tipo centrale (Gordon et al., 1987). La FLU ha prolungato 
significativamente il tempo di latenza della coda del ratto nel test tail-flick (Szeleyi et al., 
1989) e inoltre è stato dimostrato un profilo di efficacia superiore a quello del tramadolo 
per il dolore associato al cancro (Luben et al., 1994; Kolosov et al., 2012). La 
combinazione di FLU con la morfina in diversi modelli di dolore nel ratto, ha prodotto 
un aumento significativo dell’effetto anti-nocicettivo della morfina stessa (Goodchild et 
al., 2008, Capuano, 2011). Questo potrebbe risultare fondamentale nella terapia 
analgesica combinatoria, al fine di evitare la somministrazione di alte dosi di oppioidi e 
conseguentemente ridurre gli effetti collaterali caratteristici di questa classe di farmaci. 
Infine, la FLU potrebbe essere un’alternativa interessante per i pazienti sensibili ai FANS 
(Papich, 2008) poiché non presenta effetti indesiderati gastrointestinali caratteristici dei 
FANS tradizionali o effetti collaterali cardio-cerebrovascolari e renali indotti da terapie 
croniche di COXIBs (Treudler et al., 2011). 
5.1. Validazione del metodo 
Per la determinazione della FLU sono stati descritti numerosi metodi analitici, 
prevalentemente studiati in matrici biologiche. Lo strumento HPLC-UV è stato utilizzato 
per valutare il profilo farmacocinetico della FLU (Obermeier et al., 1985). Tuttavia la 
mancanza della validazione del metodo secondo le linee guida dell’EMA 2011 e la 
determinazione dei principali parametri farmacocinetici impedisce la possibilità di 
effettuare un confronto con il presente metodo. Inoltre, in letteratura sono presenti due 
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metodi HPLC-FL (Narang et al., 1984; Niebch et al., 1992) parzialmente validati per la 
determinazione della FLU, dove sono riportati solo alcuni dei parametri fondamentali 
richiesti (Anonymus, 2011). Questi presentano curve cromatografiche più lunghe rispetto 
a quelle descritte nel presente studio. Al contrario, i metodi eseguiti con dispositivi 
estremamente più costosi quali HPLC MS-MS con ionizzazione chimica a pressione 
atmosferica (APCI) (Chen et al., 2001), ionizzazione elettrospray (ESI) (Zhong et al., 
2001; Kandasamy et al., 2011) e cromatografia liquida ad ultra-prestazioni (UPLC) 
(Satheesh et al., 2012), hanno mostrato valori di selettività, accuratezza, precisione, 
stabilità e specificità comparabili a quelli valutati in questo studio.  
Alcuni degli studi sopra menzionati (Chen et al., 2001, Kandasamy et al., 2011 ), hanno 
individuato la presenza del metabolita N-acetilato della FLU (D13223), mentre nel 
presente studio l’analisi effettuata attraverso lo strumento HPLC MS-MS non ha 
evidenziato, in quantità apprezzabile, nel plasma canino, nessun altro composto 
strutturalmente correlato alla FLU. Questa discrepanza potrebbe essere dovuta a 
differenze metaboliche inter-specie: tuttavia sono necessari ulteriori studi specifici e 
mirati per accertare un’eventuale presenza di metaboliti.  
 
5.2. Farmacocinetica nel cane e nel gatto  
Le dosi somministrate in entrambi gli esperimenti, eseguiti nel presente studio (5 mg/kg 
risultate circa 3 volte superiori alla minima dose utilizzata nella pratica clinica nell'uomo 
(100 mg/soggetto), tuttavia la dose di 5 mg/kg è rientrata all'interno del range clinico 
raccomandato in medicina umana per la somministrazione di FLU (100-400 
mg/soggetto/die) (Devulder, 2010). Inoltre in letteratura sono presenti numerosi studi che 
mostrano importanti risultati di efficacia della FLU dopo differenti vie di 
somministrazione e dosaggio in diversi modelli animali. In particolare, il test di 
stimolazione elettrica della polpa del dente nel gatto rispetto al test di stimolazione del 
nervo sciatico controlaterale, dopo somministrazione IV di 3 e 6 mg/Kg ha mostrato un 
maggior blocco dell’attivazione del nucleo ventro-postero laterale del talamo, della 
formazione reticolare mesencefalica e della corteccia sensoriale (Gordon et al., 1987) 
suggerendo un’azione antagonista selettiva sulla via centrale nocicettiva. Inoltre un test 
di stimolazione elettrica della polpa del dente di cane ha determinato valori di ED50 a 
dosaggi di 3.5 mg/kg dopo somministrazione orale di FLU (Nickel, 1987), mentre 
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differenti studi riguardanti una possibile terapia combinatoria, hanno mostrato che 5 
mg/kg di FLU in associazione con la morfina aumentano l’attività anti-nocicettiva della 
morfina di circa quattro volte, senza aumentare gli effetti avversi tipici di farmaci oppioidi 
(Goodchild et al., 2008; Capuano et al., 2011). 
Alcuni effetti collaterali (salivazione, tremore e vomito), risolti in pochi minuti, sono stati 
osservati solo nei cani trattati dopo somministrazione IV di FLU, mentre nei restanti 
gruppi (nei cani e nei gatti) non sono stati osservati effetti avversi. Si potrebbe dedurre 
che questi effetti negativi siano stati innescati da elevate concentrazioni plasmatiche 
rintracciate ai primi punti di raccolta del sangue, poiché gli effetti avversi sono svaniti 
con il ridursi delle concentrazioni plasmatiche stesse, non producendo alcun effetto 
collaterale permanente in qualsiasi animale dello studio corrente (valutata fino a una 
settimana dopo il completamento dello studio). Questo ha dimostrato il buon profilo di 
sicurezza e tollerabilità della FLU, caratteristiche in precedenza segnalate anche in 
numerosi studi sviluppati in medicina umana (Friedel & Fitton, 1993). 
Da una visione più approfondita dei parametri farmacocinetici ottenuti nel cane e nel 
gatto, è stato possibile effettuare una comparazione con i dati presenti in letteratura 
riguardanti la farmacocinetica nell’uomo. La FLU è un composto solubile in H2O sotto 
forma di sale maleato (pKa 5.3) che viene rapidamente assorbito dal tratto gastro-
intestinale umano (Klawe & Maschke, 2009). Il Tmax dopo somministrazione POIR nei 
cani (1.42 h), in linea con quanto riportato per gli esseri umani (range 1.6-1.8 h) (Abrams 
et al., 1988), è più breve di quello trovato nei gatti (2.78 h). Questa incongruenza potrebbe 
essere dovuta a differenze specie-specifiche. Al contrario, la Cmax della FLU dopo 
somministrazione POIR nei cani è quasi la metà di quella riscontrata nei gatti e nell'uomo 
(valori comparabili se normalizzati per la dose somministrata) (Abrams et al., 1988). 
Inoltre i valori di F% POIR nei cani e nei gatti sono risultati simili tra loro 
(rispettivamente 41,3% e 39,3%), ma circa due volte più piccoli rispetto ai valori relativi 
all'uomo (90%) (Hlavica & Niebch, 1985). Quest’ampia differenza di valori dimostra che 
la F% derivante da cani o gatti non può essere estrapolata da quella derivante dal uomo e 
vice versa (Chiou et al., 2000). 
L’uso di formulazioni a rilascio modificato in medicina veterinaria, offre una serie di 
potenziali vantaggi. In primo luogo, dosaggi più veloci e semplici da gestire grazie alla 
riduzione della frequenza di somministrazioni di farmaco (una volta al giorno), 
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migliorando in questo modo la compliance e la tolleranza sia dell’animale che del 
proprietario stesso. In secondo luogo, l'efficacia del farmaco è abbinata a una bassa 
incidenza di effetti collaterali, evitando la necessità di farmaci aggiuntivi. Inoltre, la 
probabilità di effetti avversi dovuti a picchi di concentrazione plasmatica improvvisi o 
alla ricomparsa di sintomi dovuti alla diminuzione rapida delle concentrazioni 
plasmatiche di farmaco dopo il Cmax, è ridotta a causa dell’uniformità delle 
concentrazioni plasmatiche di FLU (Leucuta, 2012). Inaspettatamente, il profilo 
farmacocinetico di FLU nei cani dopo somministrazione POPR è risultato quasi identico 
a quello determinato per la formulazione POIR, non mostrando parametri farmacocinetici 
statisticamente differenti. È importante sottolineare che la formulazione PR 
commercializzata della FLU è caratterizzata da un principio attivo disperso in una matrice 
polimerica inerte, quindi la divisione della compressa non ha influenzato il rilascio del 
farmaco. Inoltre in letteratura non sono presenti studi di farmacocinetica relativi alla 
formulazione POPR della FLU, quindi il motivo di questo comportamento rimane oscuro. 
Tuttavia, questa non è la prima volta che una formulazione PR commercializzata per gli 
esseri umani è stata descritta come non funzionante nei cani (Giorgi et al., 2009; Lavy et 
al., 2011). In conclusione, non essendo presenti sostanziali differenze per le due diverse 
formulazioni PO, la somministrazione IR è preferibile alla PR perché più conveniente a 
livello economico. 
Differentemente dalle formulazioni a rilascio modificato, la principale motivazione per 
l'utilizzo di supposte in medicina umana è evitare l'effetto di primo passaggio causato da 
un alta CL epatica. La FLU è nota per essere minimamente influenzata dalla CL epatica, 
quindi la formulazione RC è stata commercializzata per consentire al farmaco di essere 
assorbito più rapidamente nella circolazione sistemica. Un altro vantaggio di questa 
formulazione è la possibilità di somministrare il farmaco in pazienti a cui è impossibile 
somministrarlo oralmente (Bradshaw & Price, 2007). Il trattamento RC di 150 mg di FLU 
in volontari giovani sani ha prodotto una Cmax di 0.89 mg/L dopo 5.7 h con una F% di 
72.5 (Devulder, 2010). Nel presente studio, la somministrazione RC evidenzia una Cmax 
di 635.3 ng/mL che se normalizzata con la stessa dose utilizzata nel’uomo risulta inferiore 
e una F% del 29.4 (risultata la più bassa F% tra le formulazioni testate). È importante 
ricordare che il drenaggio venoso del retto caudale avviene tramite le vene caudale e 
mediana del retto attraverso la vena cava caudale rettale che bypassa il fegato, mentre il 
drenaggio del retto craniale arriva nel fegato attraverso la vena porta (Evans & De 
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Lahunta, 2012), quindi una grande disponibilità sistemica di farmaco è possibile averla 
solo se il farmaco stesso è stato depositato 1 cm dentro il retto nella zona caudale. 
Tuttavia, quest'ultima procedura è abbastanza difficile da eseguire nei cani. Un altro 
svantaggio che può dare questo tipo di somministrazione, è la possibilità di avere una 
perdita di principio attivo attraverso sequestro nel materiale fecale. Questi due fenomeni 
potrebbero spiegare la F% bassa (29.4 %) di questa via di somministrazione. È importante 
sottolineare inoltre che bassi valori di F% di supposte commercializzate per uso umano 
utilizzate in cani è già stato riscontrato in un precedente studio (Giorgi et al., 2009). 
I valori di T½ riscontrati nei cani dopo somministrazione IV (6.2 h) sono risultati più 
brevi di quelli a seguito delle somministrazioni extravascolari POIR POPR e RC (range 
7.1-7.8 h), anche se la differenza non è significativa (P=0.31). I valori di T½ per la 
somministrazione PO nel cane sono in linea con valori di T½ plasmatica media umana 
dopo somministrazione PO in soggetti sani (6.5 h) (Abram et al., 1988). Questa similarità 
potrebbe essere dovuta a differenze metaboliche inter-specie che determinano una 
differente eliminazione del farmaco nel cane. È ipotizzabile che la FLU nel cane sia 
escreta prevalentemente a livello renale e quindi eliminata con le urine, in quanto studi in 
HPLC MS-MS nel presente lavoro non hanno rilevato metaboliti correlabili alla FLU 
stessa. Tuttavia sono necessari ulteriori studi specifici e mirati al fine di ottenere una 
visione completa riguardante l’eliminazione della FLU nella specie canina. 
Differentemente, la T½ nei gatti dopo somministrazione PO è risultata circa due volte più 
alta (13.6 h) rispetto a quella riscontrata nell’uomo dopo trattamento PO (Abram et al., 
1988). Questa differenza di valori può essere dovuta alla mancanza nei gatti di uno dei 
due enzimi N-acetil-transferasi (NAT2) responsabili della biotrasformazione della FLU 
nel metabolita D13223 che potrebbe aver giocato un ruolo fondamentale nella differenza 
dei valori di T½. 
Per quanto riguarda l’escrezione della FLU, negli esseri umani la via principale di 
eliminazione di questo farmaco è attraverso le urine per circa il 72% (Hlavica & Niebch, 
1985), senza differenze significative di valori di CL in pazienti con insufficienza renale 
lieve se pur presentando valori di T½ quasi raddoppiati (Abrams et al., 1988). Se ne 
deduce che la FLU debba essere usata con cautela in particolar modo in gatti e cani con 
presunta insufficienza renale. Inoltre è stato dimostrato che la vecchiaia è associata 
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all'aumento di T½ del farmaco nell'uomo (Abrams et al., 1988). Questo dovrebbe essere 
preso in considerazione per la somministrazione di FLU in gatti e cani anziani. 
Infine la FLU è stata utilizzata nel trattamento di stati acuti e cronici del dolore nell'uomo 
per 25 anni ma, in letteratura, non è riportata la concentrazione minima efficace per 
alleviare lo stato di dolore nel uomo. Tuttavia, è da notare che nei cani (nonostante la 
bassa F% PO) una dose di 5 mg/kg PO (IR e PR) produce concentrazioni plasmatiche di 
FLU simili alle concentrazioni prodotte alla dose clinica PO nell’uomo (100 mg/soggetto) 
invece nei gatti determina una concentrazione più elevata (Hlavica & Niebch, 1985). Se 
ne deduce che, una dose orale di 5 mg/kg potrebbe essere opportuna per iniziare studi di 
efficacia nelle specie canina e felina. 
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6.1. Validazione del metodo: 
 Il metodo analitico descritto in questo studio, validato secondo le linee guida 
EMA (2011), fornisce un'analisi selettiva e accurata della FLU senza la necessità 
di operazioni dispendiose dovute alla purezza del campione, di consumo di grosse 
quantità di solventi o dell’utilizzo di dispositivi costosi. 
 Il basso LOQ dimostra che il metodo potrebbe essere utile per la determinazione 
del farmaco, anche se somministrato in dosi sub-cliniche. 
Queste caratteristiche rendono il metodo descritto adatto per indagini farmacocinetiche e 
per potenziali applicazioni future in combinazione sinergica con oppioidi (effetto super-
additivo) in ambito veterinario.  
6.2. Farmacocinetica nel cane e nel gatto 
 Primo studio farmacocinetico della FLU, utilizzando differenti vie di 
somministrazione, in due specie animali di interesse veterinario: cane e gatto. 
 La FLU mostra un buon profilo di sicurezza e tollerabilità. 
 La somministrazione IV a 5 mg/Kg presenta elevate concentrazione plasmatiche 
associabili ad effetti collaterali (nel cane) risolvibili in pochi minuti. 
 La F% POIR nel cane e nel gatto ha mostrato valori similari, ma nettamente 
inferiori rispetto a valori di F% riscontrati in letteratura nel uomo. 
 La somministrazione POIR 5mg/Kg e la POPR 200 mg/soggetto hanno mostrato 
profili farmacocinetici molto simili. La somministrazione POIR è preferibile per 
il prezzo inferiore del farmaco in commercio. 
 La somministrazione RC è sconsigliata per la bassa F%. 
 5 mg/Kg di FLU risultano essere una dose valida per iniziare nuovi studi di 
efficacia nella specie canina e felina  
 
Queste caratteristiche rendono il presente studio il primo step di ulteriori approfondimenti 
per un eventuale utilizzo della FLU in ambito clinico veterinario. 
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